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On sait qu’a la suite de l’adaptation a VINH (hydrazide de 
Vacide isonicotinique) de nombreuses souches de Mycobactéries 
ne manifestent plus, a l’état intact, aucune activité catala- 
sique [4, 2] ou peroxydasique [8]. 

La catalase et la peroxydase étant des enzymes dont le groupe 
prosthétique contient du fer (ferriporphyrine), nous nous sommes 
demandé si, dans les mémes conditions de culture, l’adaptation a 
VINH inhibe également la formation d’autres enzymes ou cofac- 
teurs importants & groupement actif contenant du fer (ferropor- 
phyrine  ferriporphyrine), notamment celle de la cytochrome- 
oxydase et des cytochromes. 

Dans la présente note nous rapportons les résultats de l'étude 
spectroscopique des cytochromes et des mesures de l’activité 
cytochrome-oxydasique, faites sur des souches de Mycobactéries 
sensibles et résistantes a INH. 

(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 avril 1957. 
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Tasteau I. — Spectre d’absorption des cytochromes chez les 
Mycobactéries sensibles et résistantes a INH. 


H35Ra sensible a 1'INH 


H,Ra résistant 4 
100 y d'INH/ml. 


37 


BCG sensible a 1'INH 


BCG résistant 4 
100 y d'INH/ml. 


Aviaire B sensible 4 1'INH 


Aviaire B résistant a 
500 y d'INH/ml. 


M. phlei 525 sensible 4 1'INH 


M. phlei 525 résistant 4 
3000 y d'INH/ml. 


Tasteau II]. — Activité cytochrome-oxydasique chez les 
Mycobactéries sensibles et résistantes a 1’INH. 
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METHODEs. 


Le spectre d’absorption des cytochromes (tableau I) est étudié a l’aide 
du spectroscope de Hartridge. Pour renforcer les bandes d’absorption, 
les préparations sont refroidies a l’air liquide. 

Les cytochromes sont identifiés d’aprés le comportement de leur 
spectre a l’égard des oxydants et des réducteurs tels que les narcotiques, 
je ferricyanure de K, l’hydrosulfite de Na et le KCN, ainsi que d’aprés 
le spectre de leurs pyridine-hémochromogénes. 

L’activité cytochrome-oxydasique (tableau II) est mesurée dans l’appa- 
reil de Warburg, 4 37°, en atmosphére d’air. Les fioles contiennent : 
Je tampon PO,Na,H + PO,KH,, pH 7,2 (concentration finale = 0,05 M) 
et la suspension de bacilles intacts, additionnée ou non de 0,3 uM de 
cytochrome c. Le diverticule central contient 0,2 ml de KOH a 
25 p. 100 + papier. On compléte avec de l’eau au volume total de 
2,2 ml. Au temps O, on ajoute la para-phénylénediamine (0,05 ou 
0,01 M), choisie comme substrat aprés les essais préliminaires. L’auto- 


Tasreau Il. — Effet du cyanure sur le Q,, (substrat : glycérol) 
et la Kat. f. 
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oxydation p-phénylénediamine (PPD) est mesurée dans les mémes condi- 
tions, en présence d’une méme suspension de bactéries, préalablement 
chauffée pendant vingt minutes 4 100°, additionnée ou non de cyto- 
chrome c. 
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L’effet du cyanure, de 17INH et de quelques carbohydrates sur le 
Qo, (tableaux II et IV) est mesuré en présence du méme tampon 
(0,05 M), & 87° en atmosphére d’air. 


Tasteau IV. — Inhibition du Q,, par VINH (substrats : glycérol, 
acétate, succinate) et le KCN (substrats : acétate, succinate). 
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La Kat.f. («« Katalasefihigkeit ») est déterminée par dosages manga- 
nimétriques de H,O,, suivant le procédé de von Euler et Josephson [4]. 

Les bactéries sont cultivées sur le milieu de Lowenstein, additionné 
ou non d’INH. Le degré indiqué de résistance & 1 INH correspond a la 
quantité d’INH inclus dans 1 ml du milieu sur lequel les bactéries 
se sont développées. 

Le BCG C a été obtenu, au moyen d’un micromanipulateur, a partir 
d’un seul élément, ainsi que le BCG D. Notons que M. phlei non adapté 
a VINH (souche désignée comme « sensible ») est naturellement résis- 
tant 4 100 wg d’INH/ml, mais est sensible 4 150 yg d’INH/ml ; de méme 
Vaviaire B (« sensible ») est naturellement résistant & 100 yg d’INH/ml. 

Sauf indication spéciale, l’Age des cultures est de six & neuf jours 


pour M. phlei ; dix 4 vingt jours pour H37Ra; onze & quinze jours 
pour l’aviaire B. 


RESULTATS. 


I. Cytochromes. — Les travaux consacrés aux cytochromes des 
Mycobactéries, bien que trés peu nombreux et effectués sur un 
petit nombre de souches, permettent de penser que les bacilles 
tuberculeux humains [5, 6, 7, 8], bovins et aviaires (8], ainsi que 
M. phlei [9], possédent un spectre typique de cytochromes a, b 
et c, la bande d étant la bande 6 de ces mémes cytochromes. 


Le spectre d’absorption des Mycobactéries adaptées a l’INH 
n’a pas été signalé jusqu’a présent. 
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‘Le tableau I indique les bandes d’absorption observées avec 
H387Ra, BCG C, aviaire B et M.)\phlei, sensibles et adaptés a INH. 


Ajoutons également que le BCG D, le BCG Phipps et le BCG 847, 
sensibles et résistants 4 l’INH, donnent un spectre semblable a 
celui des souches signalées dans le tableau I. 


Il en résulte que, dans les mémes conditions de culture (milieu 
de Léwenstein), certaines Mycobactéries résistantes 4 INH, tout 
en manifestant une activité catalasique ou peroxydasique trés 
affaibhe ou nulle, possedent cependant tous les cytochromes 
(a, b et c) caractéristiques de ces mémes souches sensibles a l’ INH. 

L’intensité relative des bandes d’absorption reste également 
inchangée a la suite de l’adaptation 4 ’ INH. Ainsi, par exemple, 
la bande d’absorption correspondant au cytochrome c se révéle 
plus intense que celle du cytochrome b, aussi bien dans le cas 
de H87Ra sensible 4 VINH, que dans le cas de H87Ra résistant 
4 100 wg d’INH/ml ; tandis que ces mémes bandes (c et b) sont 
d’intensité semblable pour le BCG ou le BCG Phipps, sensibles 
ou résistants. La bande d’absorption située aux environs de 
594 — 600 mu est a peine perceptible pour M. phlei 525 ou 
Vaviaire B, sensibles ou résistants 4 ?INH. 

Lorsqu’on mélange directement les bactéries avec INH, en 
présence comme en l’absence de NaOH et de Na,S,O,, la position 
des bandes d’absorption correspondant aux cytochromes reste 
inchangée. 

D’autre part, les cytochromes oxydés ne sont pas réduits par 
PINH. 


Il. Activité cytochrome-oxydasique. — Notons tout d’abord, 
qu’a la suite de l’adaptation & VINH (culture sur milieu de 
L6wenstein) Vactivité catalasique de M. phlei 525 (bacille para- 
iuberculeux saprophyte) peut rester inchangée (Kat.f. = 2,8 et 2,7 
pour les bactéries sensibles et résistantes a 3000 wg d’INH/ml), 
comme celle de M. phlei T {2], tandis que toutes les souches de 
hacilles tuberculeux que nous avons étudiées présentent, soit une 
baisse trés importante de cette activité, soit sa disparition complete 
(tableau III). C’est ainsi que H37Ra sensible a ?INH posséde 
une Kat.f. de 0,83 tandis que H87 Ra résistant 4 100 ng d’INH/ml 
ne manifeste aucune activité catalasique, ni 4 ]’état intact, ni aprés 
broyage (Kat.f. = O, avec Je surnageant du broyat, centrifugé a 
{roid et correspondant a 20 mg de poids sec, pour une durée 
expérimentale de quatre-vingt-dix minutes). 

Méme si, dans certains cas [40], |’hémine est un facteur de crois- 
sance pour les bacilles tuberculeux INH-résistants, qui semblent 
done avoir perdu le pouvoir de synthétiser cette substance, nous 
constatons que ces bactéries cultivées, soit sur un milieu riche 
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en hémine (gélose au sang), soit sur le milieu de Lowenstein ou 
celui de Dubos, ne manifestent dans tous les cas qu’une activité 
catalasique ou peroxydasique trés affaiblie ou nulle. 

Les résultats des mesures de l’activité cytochrome-oxydasique 
sont donnés dans le tableau II (les valeurs, d’ailleurs relativement 
faibles, dues a l’auto-oxydation de PPD, sont retranchées). 

Ce tableau Il montre qu’une souche peut étre fortement résis- 
lante a2 INH et, tout en ayant perdu complétement son activité 
catalasique, manifester une trés nette activité cytochrome-oxyda- 
sique : dans le cas de H37Ra, l’augmentation de la consommation 
de O, par 10 mg de poids sec, en présence de 0,3 pM de cyto- 
chrome c et de 100 uM de PPD, est respectivement, en trois heures, 
de 150 (exp. 5) et 62 ul. (exp. 8), pour les bacilles résistant 4 
100 pe d’INH/ml (Kat.f.=O) et les bacilles sensibles a INH 
(abt 0.8), 

Dans les mémes conditions, Ja consommation de O, de 
M. phlei 525 résistant 4 3000 pg d’INH/ml (Kat.f. = 2,7) est 
augmentée de 85 ul (exp. 2), contre 92 wl de O, (exp. 1) pour 
M. phlei 525 sensible 4 VINH (Kat.f. = 2,8). 

D’autre part, les exemples 2, 3, 4, 5 et 9 (tableau II) montrent 
que Vaddition du cytochrome c¢ augmente le Q,, de M. phlei, 
H37Ra et BCG C. Dans tous les cas cette augmentation du Qo, est 
abolie par le KCN 0,001 M. Il semble donc que, parmi les pro- 
duits endogénes de ces bacilles (sensibles ou résistants 4 INH), 
il existe des métabolites dont l’oxydation s’effectue, dans sa 
phase terminale, suivant le systeme cytochrome c - cytochrome 
oxydase-O,, comme celle du PPD. 

La perméabilité des différentes cultures de Mycobactéries 
paraissant étre variable a l’égard du cytochrome c et du PPD et 
le métabolisme endogéne étant élevé, il devient impossible, dans 
certains cas, de mettre en évidence l’activité cytochrome-oxyda- 
sique par ce procédé (exemples : exp. 11, 12, 18, 14), aussi bien 
en ce qui concerne les souches sensibles que les souches résis- 
tantes 4 ’INH (qui, comme nous l’avons vu plus haut, possédent 
cependant le cytochrome c). Dans certains cas, en présence du 
cytochrome c, PPD semble méme étre toxique (exp. 10, 11, 12). 

Cependant, comme le montre le tableau III, l’augmentation 
de la respiration (4Q,,), obtenue en présence du glycérol, est 
dans tous les cas inhibée par le KCN 0,001 M. 

En présence de l’acétate ou du succinate (0,05 M), le AQ,. est 
également inhibé par le KCN 0,001 M, aussi bien dans le cas de 
bactéries sensibles que résistantes a INH (tableau IV)). 

La respiration (Qo,) endogéne des Mycobactéries adaptées 
i PINH est, en général, nettement plus forte que celle des bacilles 
correspondants sensibles a INH. 
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Suivant [état physiologique de la culture, l’INH 0,001 M, 
comme le KCN 0,001 M, exalte ou inhibe la respiration endogéne 
des bactéries sensibles 4 l’INH. Le AQ,, (substrats : glycérol, 
acetate ou succinate) des bactéries sensibles est inhibé par INH 
(un exemple est donné dans le tableau IV). 


Par contre, le AQ,, (substrat : glycérol) de la méche souche 
(H37Ra), résistante 4 100 pg d’INH/ml, n’est pas inhibé en pré- 
sence de 100 ug d’INH/ml, mais est inhibé en présence de 
1387 ug d’INH/ml (0,001 M). 


CONCLUSION. 


Certaines souches de Mycobactéries qui, a la suite de l’adapta- 
tion 4 l’INH (hydrazide de l’acide isonicotinique), ne manifestent 
qu'une activité catalasique et peroxydasique négligeable ou nulle, 
possédent cependant tous les cytochromes (a, b et c) des bacilles 
correspondants sensibles & VINH, ainsi qu’une activité cyto- 
chrome-oxydasique. 

Dans les mémes conditions de culture, parmi les enzymes 
ou les cofacteurs transporteurs d’électrons dont le groupe pro- 
sthétique contient du fer (hémine), la formation de la catalase chez 
les bacilles tuberculeux parait étre nettement plus inhibée par 
VINH que celle des cytochromes ou de la cytochrome-oxydase. 


SUMMARY 


CYTOCHROMES AND CYTOCHROM-OXIDASIC activity or INH-sEnNsITIVE 
AND INH-resistanr MycoBacTerRiA. 


Following INH-adaptation, some strains of Mycobacteria do 
not manifest any catalasic and peroxidasic activity ; however 
they still possess all the cytochromes (a, b and c) of the INH- 
sensilive bacteria, as well as a cytochrom-oxidasic activity. 

In enzymes with prosthelic group containing iron (hemin) and 
in identical culture conditions, INH seems to inhibit catalase 
formation much more than cytochromes or cytochrom-oxidase 


formation. 
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UNE TECHNIQUE NOUVELLE D’ETUDE 
DE L’'ACTION BACTERICICE DES ASSOCIATIONS 
D'ANTIBIOTIQUES : LE TRANSFERT SUR CELLOPHANE 


par Y. CHABBERT (*) 
(avec la collaboration technique de M" J. HERVE). 


(Institut Pasteur, Laboratoire de Il’ Hépital) 


L’action bactériostatique des associations d’antibioliques peut 
étre étudiée en gélose en faisant diffuser les antibiotiques a parur 
de bandes de papier disposées a angle droit ou a angle aigu 
suivant les techniques proposées par Bonifas [4], Chabbert [2], 
Sella et Mazzei [3], Weil et Kotsevalov [4] et Dye [5]. On obtient 
une inhibition en équerre et l’effet bactériostatique de l’associa- 
tion se traduit a l’angle d’intersection des deux zones d’inhibition 
par une courbe dont la formule a été étudiée par Knapp ct 
Jacherts [6] et par Dye [5] et qui est différente suivant les phéno- 
ménes d’antagonisme, d’addition ou de synergie. 

Mais, dans les zones d’inhibition observées avec ces techniques, 
i] existe des germes survivant a l’action bactéricide de l’anti- 
biotique qui sont susceptibles de croitre si l’on est capable d’éli- 
miner l’antibiotique, ou mieux, si lon peut transporter ces 
germes dans leur situation exacte sur une nouvelle gélose sans 
antibiotique. I] est alors possible d’avoir une évaluation de cette 
action bactéricide. 

En 1952, nous avions proposé la premiére technique de trans- 
fert utilisant une mince couche de gélose coulée sur cello- 
phane [7, 2]. Des difficultés de réalisation et d’interprétation 
nous l’avait fait écarter pour la pratique courant du laboratoire 
clinique. Nous nous étions tourné vers des méthodes simplifiées 
d’appréciation en milieu liquide du pourcentage des survivants, 
notamment en utilisant les disques séchés pour la préparation 
des solutions d’antibiotiques [8]. 

Cependant, en 1953, Elek et coll. [9] proposaient de transporter 
les germes survivants en utilisant la technique des répliques sur 
velours de Lederberg [410]. Elek et Hilson [44], Manten [42], 
Pilkington et coll. [43], ont montré que Von pouvait obtenir 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 4 avril 1957. 
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d’excellentes images des effets bactéricides des associations et 
que cette technique était utilisable au laboratoire clinique. 
Malheureusement, la technique des répliques sur velours, 
excellente pour transporter des colonies microbiennes, ne trans- 
porte les germes isolés que dans la proportion de 1/40 a 1/100 
suivant la densité de l’inoculum, d’aprés Elek et Hilson [414]. 
En utilisant cette technique dans la recherche des associations 
les plus bactéricides, nous nous sommes rendu compte que ce 
manque de sensibilité se traduisait par des images peu concluantes. 
Aussi, nous avons repris la mise au point de notre technique des 
iransferts sur cellophane qui ne présente pas cet inconvénient. 


PRINCIPE. 


La culture des germes sur de la cellophane appliquée a la 
surface d’un milieu gélosé a été utilisée par Gratia [44] et par 
Heatley [45] pour la mise en évidence des antagonismes micro- 
biens. Pour cela, la souche active est ensemencée a la surface 
de la cellophane de facon localisée sous forme d’un point ou 
d'une strie. Aprés culture, on enléve la cellophane et l’on ense- 
mence la gélose de base avee une souche sensible susceptible 
d’étre inhibée par les produits diffusibles sécrétés par la souche 
active. Nous avons appliqué le principe de la culture sur cello- 
phane a l’étude de l’action bactéricide des antibiotiques en pro- 
cédant de la fagon suivante : on fait préalablement diffuser les 
anlibiotiques dans une gélose de base a partir de disques ou de 
bandes de papier. On applique ensuite sur cette gélose une 
feuille de cellophane dont on ensemence la surface avec la souche 
a étudier. L’antibiotique traverse la cellophane et agit sur les 
germes. Aprés le temps de contact voulu on enléve la cellophane 
et la culture qui la surmonte et on l’applique sur une gélose 
cans antibiotique. [Les germes survivant A l’action de l’antibio- 
lique sont capables de pousser a nouveau. 


TECHNIOUE. 


Préparation des tambours de cellophane. — On emploie de !a 
cellophane de 0,03 mm d’épaisseur (type 400 N, Société « La 
Cellophane ») qui est découpée en carrés de 150 x 150 mm. Cette 
cellophane est humidifié dans un bac et tendue au moyen d’un 
fort bracelet de caoutchouc sur un anneau de verre Pyrex de 
80 mm de diameétre et de 25 mm de hauteur dont les tranches 
sont rodées et fondues pour ne pas la traumatiser. La tambourin 
ainsi formé est posé dans une boite de Petri de 100 mm de dia- 
métre, la cellophane reposant sur une feuille de papier filtre lége- 
rement imbibée d’eau (fig. 1). L’ensemble est enveloppé “de 
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papier sulfurisé et stérilisé a l’autoclave. Ce tambour peut étre 
utilisé tant qu’il reste une certaine humidité dans la boite. 


Bandes de papier imprégnées d’antibiotique. — Nous utilisons 
des papiers buvard de couleur pesant environ 200 g au milli- 
metre carré, découpés au massicot en bandes de 70 mm de long 
et de 5 mm de large. Ces bandes sont imprégnées a saturation 
avec les solutions d’antibiotiques suivantes : 


Chloramphénicol . 1 000 pg/cm? Streptomycine .. 1000 pg/cm$ 
Pénicilline ..... 50 wg/ems Tétracycline ..... 100 n.g/cm3 
Erythromycine .. 200 mg/cm%  Novobiocine ..... 100 ng/ems 


Boite de Petri 
Anneau de verre ®@80, h=25mm 
Bracelet de caoutchouc _ 


Cellophane 0,03mm d'épaisseur 


Papier filtre humide 


PREPARATION DES TAMBOURS DE CELLOPHANE 


Eras: 


Elles sont ensuite desséchées. Le choix de ces concentrations 
sera expliqué plus loin. 


Préparation des boites. — Deux bandes séchées correspondant 
aux deux antibiotiques dont on veut étudier l’action, sont posées 
a angle droit sur la gélose d’une boite de Petri. Ces boites sont 
mises 4 37° pendant seize heures. Nous verrons les raisons de 
cette prédiffusion. 


Ensemencement et pose du tambour. — On enléve les bandes 
de buvard de la boite. On ensemence par flottage l’intérieur du 
tambour de cellophane avec 1 cm® d’une dilution d’une culture 
de vingt-quatre heures variant entre 1/10 et 1/100 suivant la 
nature des germes et l’association a étudier. Plus une association 
est constituée d’antibiotiques fortement bactéricides, plus il est 
nécessaire d’augmenter le nombre de germes ensemencés. Tout 
Vexcés de liquide est trés soigneusement enlevé avec une pipette 
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Pasteur dont les bords ont été rodés de fagon a ne pas trauma- 
tiser la cellophane. 

Le tambour est ensuite posé sur la gélose en prenant soin de 
ne pas enfermer de bulles d’air, ce qui est trés facile. 

Il est nécessaire d’obtenir a 37° un séchage trés rapide de la 
surface de la cellophane. Ceci peut é¢tre obtenu soit en Jaissant la 
boite droite et en recouvrant le tambour d’un disque de papier 
filtre, soit en renversant la boite sur une plaque métallique per- 
forée. ‘Le procédé a utiliser dépend de l|’état hygrométrique ou 
de la ventilation de |’étuve. 


Culture et transfert. — Le tambour ensemencé est laissé ensuite 
4 87° le temps que l’on désire au contact de la gélose. Dans la 
pratique, on peut utiliser systématiquement six heures et vingt- 
quatre heures de contact. Deux boites sont ensemencées le matin, 
on transfére l’une six heures aprés, l’autre le lendemain. 

Ouel que soit le temps de contact choisi, on enléve le tambour 
et on le repose sur une boite de Petri contenant 30 cm’ d’un 
milieu gélosé convenant Je mieux a la croissance du germe étudié. 
Au bout de vingt-quatre heures, on observe 4 lV’intérieur de la 
zone d’inhibition en équerre produite par les bandes d’antibio- 
tiques, la croissance éventuelle des survivants. I] est intéressant 
de conserver un document qui pourra étre fourni au clinicien en 
cas d’étude d’une souche isolée chez un malade. Les zones inté- 
ressantes peuvent étre photographiées par une technique simple 
utilisant un lecteur de microfilm type Thompson-Houston. 

Les images obtenues sont du type de celles produites par 
réplique sur velours et publiées par Elek et coll. [44]. La figure 2 
donne des images-type: Pune de synergie pénicilline-strepto- 
mycine sur un streptocoque du groupe D, Vautre d’antagonisme 
pénicilline-chloramphénicol sur un staphylocoque. 


DiscUSSION DES ELEMENTS DE LA TECHNIQUE 
ET DE SES AVANTAGES. 


a) Culture sur cellophane. — La croissance des germes sur 
gélose recouverte de cellophane est légérement ralentie par rap- 
port 4 la croissance habituelle sur gélose sans que cela entraine 
de retard pratique dans la lecture des phénoménes. Les sub- 
stances nutritives de la gélose passent A travers la cellophane et 
toutes les espéces microbiennes semblent y cultiver. L’aspect 
des colonies dépend de J’état de dessiccation de sa surface et 
surtout de sa dessiccation rapide aprés ensemencement. Dans 
de bonnes conditions, on obtient, avec les diverses espéces micro- 
biennes, des colonies ayant le méme aspect que les colonies 
obtenues directement sur gélose. Si la dessiccation est suffisante, 
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il est possible d’avoir des colonies normales d’Entérobactéries ou 
de Pseudomonadacées mobiles. Une humidité trop grande entraine 
d’abord un aplatissement des colonies, puis un flou humide qui 
rend la lecture impossible. Ce séchage est la partie délicate de 
la technique et demande une mise au point différente suivant les 
conditions ot l’on se trouve. 

Dans notre technique initiale [2] nous posions directement la 
cellophane humide sur la gélose en la pliant avec un étaleur sur 
les parois de la boite. Nous ensemencions ensuite au moyen d’une 
mince couche gélosée. Dans ces conditions il est trés difficile 
d’éviter que des germes ne se glissent sous la cellophane et 
et y cultivent. 

L’emploi du tambour tel que nous l’avons décrit évite comple- 
lement cet inconvénient. Le transfert d’un tel tambour d’une boite 
a l'autre est extrémement facile et l’opération ne demande que 
quelques secondes. 


b) Passage des antibiotiques a travers la cellophane. — Le 
passage de la pénicilline, streptomycine, néomycine, framycétine, 
chloramphénicol, polymyxine, tétracyclines, érythromycine et 
novobiocine se fait rapidement 4 travers la cellophane. 'Les zones 
@’inhibition obtenues dans le tambour ne sont pas inférieures 
a celles obtenues dans les mémes conditions sur la gélose. Dans 
certains cas, elles sont méme légérement supérieures par suite 
dun léger allongement du temps de latence des cultures sur 
cellophane. 


c) Transport des antibiotiques par la cellophane. — La crois- 
sance des germes survivant a l’action bactéricide d’un antibiotique 
aprés transfert sur une boite de gélose ordinaire ne peut se faire 
que si la cellophane n’entraine pas d’antibiotique avec elle par 
adsorption ou par transfert d’une mince pellicule humide chargée 
d’antibiotique. 

Nous n’avons pas éludié complétement le probleme de 1’adsorp- 
tion des antibiotiques par la cellophane. Nous avons seulement 
voulu nous rendre compte si, dans les conditions techniques que 
nous avons choisies, le transfert d’un tambour d’une boite conte- 
nant des antibiotiques sur une boite n’en contenant pas pouvait 
s’accompagner d’un transport d’une quantité d’antibiotique suffi- 
sante pour inhiber la croissance de germes survivants trés sen- 
sibles a cet antibiotique. 

A cette fin nous avons fait diffuser pendant seize heures en 
gélose les divers antibiotiques a partir de bandes imprégnées. Au 
bout de seize heures les bandes furent enlevées et un tambour 
de cellophane non ensemencé fut posé sur la boite contenant le 
milieu gélosé et laissé au contact des temps variables allant de 
six 4 vingt-quatre heures. Au bout de ces temps, les tambours 
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furent transférés sur des boites sans antibiotiques et ensemencés 
avec un inoculum faible d’une souche trés sensible susceptible de 
donner des colonies isolées. La boite originelle est ensemencée 
de méme pour servir de témoin. 

Avec des bandes imprégnées de solutions dont le titre a été 
donné plus haut, aucune inhibition n’a pu ¢étre notée aprés vingt- 
quatre heure de contact pour les antibiotiques cités. En utilisant 
des bandes imprégnées de solutions plus fortes, telles que : 
pénicilline (1 000 UO/cm'), streptomycine (10000 yg/em’), chlor- 
amphénicol (1 250 yg/cm’), tétracycline (200 yg/em’), érythro- 
mycine (500 wg/cm*) et novobiocine (200 pg/cm*), on ne note 
aucune inhibition résiduelle pour les trois premiers antibiotiques. 
Par contre, pour l’érythromycine et la novobiocine on observe 
des zones d’inhibition partielle mesurant 15 mm contre 50 mm 
chez les témoins, ce qui correspond A une activilé résiduelle 
faible. 

Nous avons vérifié pour |’érythromycine et la novobiocine la 
proportion d’antibiotique qui serait susceptible d’étre transportée 
avec le tambour. Pour cela, nous avons réalisé des gammes de 
dilutions sériées au 1/2 en gélose, de ces deux antibiotiques. Des 
tambours de cellophane non ensemencés furent appliqués a la 
surface, laissés en contact pendant vingt-quatre heures a 4°, 
iransférés ensuite sur des boites de gélose sans antibiotique et 
ensemencés avec une dilution au 1/10 000 d’une culture de vingt- 
quatre heures d’une souche de staphylocoque trés sensible. Les 
boites originelles sont ensemencées de la méme maniére. Dans 
ces conditions, les concentrations minima inhibitrices sont pour 
Vérythromycine, de 0,03 yg/em* pour la série des boites origi- 
nelles, et de 5 pg/cm’ pour la série des tambours qui avaient été 
en contact avec elles pendant vingt-quatre heures. Pour la novo- 
biocine ces concentrations sont de 0,1 wg/em® et de 5 yug/em? 
respectivement. Les proportions d’antibiotiques transportés sont 
done de 1/160 pour le premier et de 1/50 pour le second. Dans 
le cas de la novobiocine, ot la quantité d’antibiotique transportée 
par le tambour était la plus importante, nous avons constaté que 
Vépaisseur de la cellophane était susceptible de jouer un rdle. 
Des essais effectués avec des cellophanes de 0,02, 0,03, 0,04 mm 
d’épaisseur ont montré entre elles une différence significative et 
on aurait avantage a utiliser la cellophane la plus mince (1). 

Notre technique initiale, exposant a une activité résiduelle 
4 cause de l’épaisseur de la couche gélosée transférée, comportait 
utilisation sytématique, comme deuxiéme milieu, de géloses de 
1 cm de profondeur contenant des inhibiteurs d’antibiotique : 
pénicillinase, chlorure de calcium et sérum. 


(1) Nous remercions la Société « La Cellophane », qui a bien voulu 
nous fournir des feuilles d’épaisseurs variables. 
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Avec les concentrations d’antibiotiques indiquées ici, et l’emploi 
de cellophane de 0,03 mm d’épaisseur, qui est le type le plus 
courant, il ne semble pas qu’une activité résiduelle soit a craindre 
pour les antibiotiques usuels. Mais si la technique devait étre 
appliquée a des cas particuliers, ce point serait a vérifier. 


d) Gradients de diffusion en gélose. — Les antibiotiques 
contenus dans les bandes de papier déposées a la_ surface 
diffusent dans la gélose en réalisant des concentrations inver- 
sement proportionnelles a la distance de la source. Les gradients 
de diffusion ainsi réalisés doivent permettre d’étudier l’action 
bactéricide des associations d’antibiotiques sur des germes isolés 
en clinique en vue de recommander un traitement. Pour cela, ils 
doivent obéir & un certain nombre de conditions optima données 
par les théories de la diffusion dans les gels appliquées aux anti- 
biotiques par Cooper et Woodman [46], Vesterdal [47], Humphrey 
et Light-Brown [418], Oudin {19}. 

1° Ces gradients doivent étre étalés au maximum, c’est-a-dire 
que la pente de la courbe liant la concentration en un point précis 
de la gélose avec la distance de la source doit étre la plus grande 
possible. Or, pour avoir une pente maximum de la courbe de 
diffusion il faut utiliser une source faible et un temps de diffusion 
long. La pente augmente aussi avec la température. 

2° Ces gradients doivent étre aussi stables que possible. Une 
concentration donnée de l’antibiotique va se déplacer dans la 
gélose suivant une certaine vitesse. I] est souhaitable qu’un germe 
ensemencé en un point de la gélose soit soumis a de faibles 
fluctuations de concentration pendant le temps de contact avec 
l’antibiotique. Or, cette vitesse varie comme la racine carrée du 
temps de diffusion. Il y a donc intérét 4 utiliser, ld encore, un 
temps de diffusion long. 

3° Ces gradients doivent couvrir une gamme de concentrations 
en rapport avec la gamme des concentrations humorales. I] n’y 
a pas d’intérét & provoquer des phénoménes susceptibles de se 
passer pour des concentrations supérieures aux concentrations 
humorales les plus élevées. En d’autres termes, les germes limites 
échappant en général aux traitements doivent étre inhibés trés 
faiblement. 

Pour répondre aux deux premiéres conditions, nous avons 
choisi de placer les bandes d’antibiotiques non pas au moment 
de l’ensemencement comme il est courant de le faire, mais de 
les faire prédiffuser 4 87° pendant seize a dix-huit heures. 

Les concentrations servant a inhiber les bandes ont été déter- 
minées en utilisant un lot de souches qui peuvent étre considérées 
comme limites : d’une part, parce qu’elles ont été isolées de cas 
cliniques ot elles n’ont pas été atteintes par Vantibiotique (sta- 
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phylocoques isolés aprés résistance acquise, entérocoques natu- 
rellement résistants), d’autre part, parce que leur concentration 
minima inhibitrice déterminée par dilution sériée en eélose se 
situe a la limite supérieure des concentrations humorales. Par 


Effet du chloramphénicol sur staph. 209 P. 
Inoculum. 
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approximations successives nous avons recherché les concentra- 
tions qui, dans les conditions de milieu et de prédiffusion utili- 
sées, étaient capables d’inhiber sur moins de 5 mm un inoculum 
faible de ces souches. 


‘Les concentrations finalement choisies ont été données plus 
haut. 


e) Comparaison entre répliques sur velours et transferts sur 
cellophane quant a la densité des germes survivanits. — Nous 
avons vu que les répliques sur velours ne transportent que du 
1/50 au 1/100 des germes isolés se trouvant a la surface d’une 
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gélose [44]. Il est facile de s’en rendre compte en faisant les 
répliques de dilutions successives d’un inoculum. 


La figure 3 montre les résultats obtenus dans l’expérience sui- 
vante : une bande imprégnée de chloramphénicol ayant diffusé 
pendant seize heures dans deux séries de 4 boites de Petri, nous 
avons ensemencé chaque série avec des dilutions de 10 en 10 
d’une culture de vingt-quatre heures de staphylocoque 209 P., la 
premiére directement, la seconde dans un tambour de cellophane. 
Au bout de vingt-quatre heures de contact, nous avons fait des 
répliques sur velours de la premiére série et transféré la seconde 
série sur cellophane. Aprés vingt-quatre heures de culture sur 
gélose sans antibiotique, on voit, dans les zones d’inhibition du 
chloramphénicol, croitre une certaine quantité de survivants. 
Leur densité par centimétre carré est & peu prés cent fois plus 
grande sur les boites de transfert sur cellophane que sur les 
boites ot ont élé faites des répliques sur velours. 


Au cours d’un travail entrepris pour comparer les techniques 
pour l'étude de Jlaction bactéricide des associations antibio- 
liques [20], nous avons, pour cette raison, obtenu des images peu 
concluantes avec la technique des répliques sur velours, méme 
en utilisant un inoculum important. Le transfert sur cellophane 
n’a évidemment pas cet inconvénient, puisque tous les germes 
capables de survivre sont transportés. 

Il existe une possibilité d’évaluation quantitative du pourcen- 
tage des germes survivant dans une zone donnée, en comparant 
la densité des colonies avec une ou plusieurs dilutions de |’ino- 
culum cultivé sur cellophane. 

La cellophane n’est pas le seul support utilisable ; nous avons 
fait quelques essais avec diverses membranes filtrantes. Leur 
manque de transparence rend la lecture souvent difficile, et 
demanderait de faire appel 4 une réaction biochimique, telle 
qu'une fermentation sucrée avec indicateur de pH, pour que les 
colonies de survivants soient colorées. Une étude de leur emploi 
pour certaines Entérobactéries trés mobiles est en cours. 


Resumes. 


Description d’une technique d’étude de l’action bactéricide des 
associations d’antibiotiques comportant la culture des germes 
dans un tambour de cellophane appliqué sur la surface de la 
gélose d’une boite de Petri, dans laquelle on a fait préalablement 
diffuser des antibiotiques a partir de bandes de papier disposées 
a angle droit. Aprés un temps de contact variable, le tambour 
de cellophane est transféré sur une deuxiéme gélose sans antibio- 
tiques et les germes survivant 4 l’action des antibiotiques sont 
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susceptibles de croitre en donnant une image de l’effet bactéricide 
de l’association. 


Les différents éléments de la technique sont discutés et ses 
résultats comparés avec la technique des répliques sur velours. 


SUMMARY 


A NEW TECHNIQUE OF STUDYING THE BACTERICIDAL ACTION 
OF ANTIBIOTICS ASSOCIATION : THE TRANSFER ON CELLOPHAN. 


Description of the technique. Antibiotics diffuse into the agar 
of a Petri dish from impregnated strips of paper at right angles 
on the surface of the agar. Bacteria are then seeded on the sur- 
face of a cellophan disc placed on the agar. After contacts of 
various duration, the cellophan disc is transferred on another 
Petri dish deprived of antibiotics ; the surviving bacteria are then 
able to grow and allow to calculate the percentage of surviving 
germs and, consequently, the efficiency of the antibiotic asso- 
ciation, 

The results are discussed and compared with the results of the 
velvet replicae method. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A L'INSTITUT PASTEUR EN 1956 


par R. BEQUIGNON et C. VIALAT (*). 


(Institut. Pasteur) 


1° Personnes traitées : 

Cing-cent-trois personnes se sont présentées a la consultation 
du service des vaccinations antirabiques. A 89 le traitement a été 
conseillé. 


é 


2° Méthode de traitement : 

La méthode employée est la méthode des vaccins phéniqués 
(Fermi). Emulsion a5 p. 100 de matiére cérébrale de mouton suc- 
combant au virus fixe, dans l’eau physiologique phéniquée a 
1 p. 100. On emploie exclusivement pour la préparation du vaccin 
de jeunes moulons en bon état de santé, d’un poids moyen de 
42 ke, dont l’encéphale pése environ 80 g. Aprés inoculation intra- 
cérébrale, ils sont sacrifiés le huitieéme jour, et leur encéphale 
extrait; apres controle de virulence et de stérilité les cerveaux 
sont broyés et 5 parties de broyat de cerveau sont émulsionnées 
dans 100 parties d’eau physiologique phéniquée a 1 p. 100, puis 
la suspension est placée vingt-quatre heures dans une étuve a 22° C, 
avant d’étre mise en ampoules. Les ampoules de vaccin sont 
conservées pendant une semaine a la température de 2° C a 5° C, 
avant d’étre livrées. Chaque jour, les sujets en traitement 
recoivent une ampoule de 5 ml (demi-dose pour les enfants) par 
vole sous-cutanée au niveau de la région péri-ombilicale. Le trai- 
lement a une durée de quinze, vingt ou trente jours selon le siége 
et la gravité des morsures. : 

Le virus fixe utilisé représentait, le 31 décembre 1956, le 1953° 
passage de la souche isolée par Pasteur le 19 novembre 1882 et 
employée pour la vaccination a partir du 90° passage lors de la 
création du service de vaccination antirabique, rue d’Ulm. La 
souche est entretenue sun le lapin. 


Le contréle de la valeur antigénique du vaccin antirabique phé- 


(*) Manuscrit recu le 20 mai 1957. 
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niqué est effectué sur lapin selon une épreuve publiée antérieure- 
ment (R. Béquignon et C. Vialat {4)). 

Depuis le 25 février 1955, l'approvisionnement en sérum anti- 
rabique purifié permet l’usage de cette prophylaxie, dans les mor- 
sures récentes. La vaccination est, par prudence, mise en ceuvre 
a la suite de cette prophylaxie dans les cas de suspicion de rage. 
Dans les cas ot la suspicion de rage est peu probable et permet 
d’attendre la lecture des coupes histologiques du névraxe de l’ani- 
mal mordeur, le sérum seul a été utilisé pour la prophylaxie. 


3° Répartition des personnes traitées daprés le territoire sur 
lequel elles ont été mordues 
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4° Répartition des personnes traitées suivant animal mordeur : 
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Répartition des personnes traitées d’aprées les preuves de 
rage chez lanimal mordeur : 
Catégorie A. — La rage d el’animal mordeur a été constatée 


par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 
avec le cerveau ou par examen histologique. 


Catégorie B. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par examen vétérinaire. 
Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 
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Les névraxes de 225 animaux ont été examinés par le service 
des vaccinations antirabiques. Cent-quatre-vingt-dix-huit fois les 
commémoratifs de la morsure de |’animal et l’examen histologique 
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du sysyteme nerveux nous ont autorisés a arréter le traitement 
chez les personnes mordues. 
Les principes généraux qui ont dicté cette décision ont été rap- 


pelés dans un rapport précédents [2]. th 
La rage est apparue sur le territoire métropolitain (Hautes et 


Basses-Pyrénées) vers la fin de l'année, en novembre 1956, chez 
le chien : trois cas ont été reconnus par l’examen histologique, 
et confirmés par l’inoculation a l’animal. 


6° Répartition des personnes traitées d’aprés les caracléres de 
la morsure : 


Profondes: cece cls 2 wcce cies gods mieveverntaioite tata sl eheteletastnen eleleNenets thereon 
Superficielles «...0..02csccscenes sine viceccccesseiarsssicinesesesnee® 


7° Répartition des personnes traitées suivant que les vétements 
ont élé interposés ou non: 


PG@avy TAME te ersrerere alors reise elotel stoueve aveteloustere o¥eloy stoler=tetol al Netakeveleteletaieret-t ston teie 
Wéelements imterposes: smiitereritteeleiieir el iietaitetctreietertene ene iieere 28 


8° Répartition des personnes traitées daprés le siége de la 
morsure : 


TEte?  Siscictecarw cen covorerevere cvs oo o's levees 4 efareveis le tele telel evens) eferetetencleleverereietetererena 7 
Metiribres: \supérieutS (s/t. ecoisieeernsse netsrroecieme ccleaner ce 58 
TEP OU aie, Sig) svsae: vibe pois “areue etal eval a ocala ralelot ee yeye eel eteve tote lors erctane ites tema nine 4 
Membres: “in férieurss Bisctcaves tere carers etme eer eine ra teal) 


9° Répartition des personnes traitées d’aprés le nombre de jours 
écoulés entre la morsure et le traitement : 


0 a 4 jours srarebasveretarbnels ah Swige ve tives cratectys eroes oleeenglars Ratner eee releer etme 57 
Dal 7 FOULS: <s..are ne Os. 05 «po tpokersieve sieratamtnye is tine lepieyrisinetecornereierereimeters 16 
Boa PA ONES cners, erase expnanctogates ocasapees ec eer cee cient aia on eaten ante es 7 
1D A 21 WjOUNS: Ae cicteslaniacire se cerakis terete eran siete me crore tetera 4 
plus, des Zc jours’ ac sesasra vitor ctte-arcdele ramon tettaa recite arora 5 


10°Répartition par département des personnes mordues en 
France métropolitaine : 


Alpes-Martimves: oe eeee ene 1 Pyrenées) (Basses-)) ee eens 1 
Bure-et-Loir, 2... nee 1 Seine Paris ..........+., 27 
Marmont. wcms servant en 1 Seine Banlieue .......... 16 
ae e? 1 Seime-ef-Marme! .ji.iorte ciyere 2 

BGR ED DOO SB OCIAG.cni9 Seine-el- Oisemeen rye seen 
Mosel lessee. wyereciineh ere meee 1 Vien em (Hautes) qenrnten ontes 1 


Le tableau ci-joint indique les résultats des vaccinations anti- 
rabiques depuis la mise en application de la méthode phéniquée. 

Le service antirabique a, en outre, fabriqué pendant l’année 
180 | de vaccin antirabique phéniqué a usage humain; 66 1 de 
vaccin a usage vétérinaire, 


VACCINATIONS ANTIRABIQUES A L’INSTITUT PASTEUR 303 


PERSONNES 
ANNEES TRAITEES Sere conte CATEGORIE|CATEGORIE 
B Cc 


(1) (2) | (3) 


DECES|MORTALITE 


1952 
1953 
1954 
1955 
1956 


Total 
général 


1) Vaccin antirabique phéniqué seul. 
(2) Sérum antirabique + vaccin antirabique phéniqué. 
(3) Sérum antirabique seul. 


11° Mesures prises en vue de suwwre l’évolution des cas trattés 
pendant six mots au maximum. 

Les médecins sont priés de nous tenir au courant des accidents 
qui pourraient se produire pendant les six mois qui suivent le 
traitement. 


12° Accidents paralytiques : Néant. 


13° Décés : Néant. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A LINSTITUT PASTEUR DE HANOI EN 1955 


par KIRSCHE (*). 


(Institut Pasteur de Hanoi) 


1° MiruopeE DE TRAITEMENT. — La méthode appliquée a la 
consultation antirabique de l'Institut Pasteur de Hanoi est la 
méthode des vaccins phéniqués de Fermi. Ce vaccin est préparé 
a l'Institut Pasteur de Saigon. 


2 PERSONNES TRAITEES. — 4 668 personnes se sont présentées 
4 la consultation et 4213 ont été mises au traitement. 


3° R&PARTITION DES PERSONNES TRAITEES. 


A. — D’aprés la province ow elles ont élé mordues. 
Hamnot met tanec ones Prdegee ALIN. -aoson coor cose sor: ies 
PECK! noooononoodonnuc Heny | HUNAN TO eeouusonsno oe 62 
Bac Ninh a eictereercretyeronstets Loo Ninh binkwemaeeecece 2 
Dap Gan aecme sterner on Vin tesrcttoacteltetsrtatetnas s 4 
Bacio lancer cmmcires wets 2)» thank) Hoasemncerrtcceet 13 
Sond tayoss daca sre etree DL” \ HateTinht 205 nuceeacrends 2 
Phu" Tho cssscce tector Sipe Haidduongemereneeeee 93 
VinhePhucenccn-quic secs or Wien An aosac wanweatacmte 5 
UNGN OWEN sococacnsoc Le Hai phono ce vance tess 7 
ihhain INgily enw. eeisaeers 220 Quan ee Venmenpree er 6 
Hoambink wen cya. aeerces IS. GHon payieian.seccserseoeve ] 
Mang Son) wes sete 10 Hung tyentecctec eats 260 
Name Dinh eaeeccsstieeee 9 


D’aprés ce tableau, il est possible de constater que seule une 
partie du territoire du Nord Viet Nam est intéressée par la consul- 
tation de |’Institut Pasteur de Hanoi. En réalité, seuls les mordus 
des provinces du delta du Fleuve Rouge, et plus spécialement 
celles qui avoisinent Hanoi, viennent se faire traiter A l'Institut 
Pasteur. 


(*) Manuscrit recu le 2 avril 1957. 
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B. — Suivant Vorigine de la contamination. 
Chiens (det proprictairessconntsis, sess desert elele seeieeeerte eee 3 396 
Whiens! Perrantsh 10s cteveisn cleiretre oleratgseialeravateiarakale orejenet she tistehe 631 
Chatsmdemproprietaimess COMMUSMetserstel ere) tele ltelelstsinlel revere 82 
CH AtS OTT AILS rc, oraveyek ocho eceVere safe srezeiwccpetelelev eres dielacore colores ave al sierere attorneys 15 
PANTER ESS ATVITIVAINS ove <hoveyo! 01>) auc 7ese) svelte) cheers ever ore tearelere cued Nolersiarsi ones e 8) 
Contactstavec: humains enrages. ayeauieic ceo eareates eciiacteneterainrets 80 


C. — D’aprés les preuves de rage chez Vanimal mordeur. 


Aucune classification ne peut étre faite, les inoculations de bulbe 
étant pratiquées au Service Vétérinaire. Cette répartition ne serait 
du reste que trés imparfaite, la plupart des animaux étant abattus 
ou vendus sit6t aprés la morsure. Les demandes de contréle sont 
parfois difficiles du fait des distances, en tout cas elles sont rares, 
sauf dans le cas ott les animaux peuvent étre mis en observation. 


D. — D’apres les caractéres de la morsure. 
Prolord cg aecee nthe tac ee See é die thicias Do eates ateree es Bs 178 
Superficielles ........ 45g ey casa Rael oy SE RUSTS SYca Ta vSVnS USGI louse VOPR vee 3 330 
IMTK COS, cays yetarercpeshvese. slope #2. nts)» eles ole wue-sisue [case ceuets Sinus s ate eisieuecaecos 157 


MPSA TVET ciavetal eiotecereisieis le 8 oie/ao:5, 61 vies s/ase,0 ais) ote ars oser ee za Mate era) atel ohefepaiwle 2 264 
Wetementisvimferpos€stmya ia siete «store clatter \aroloeietere erelereloieielevereio eves sore 1 949 


F, — D’aprés le siége de la morsure. 


UR Ai te SEER Rene ROIS ICES DIATE POT cnn. err Ain io Hace Cerna rOae 105 
Memibrespsperieun Sirerete sievarsieretovolsioleietaleoetsiolel tele yer oielelel ele) oieloieiei telat 756 
STOW PRT sa ara ako hater tare azalotete Crvvay cieheacer orotate wiv alors sudierctaeere areas 302 
Membres inlénieursecsc os «itso c eet acta as ee tae o deieaereerersie ac 2 893 
GontactSiieerdieaaiele sacle Ib cots Fava fabaee teres Sialenasete sala beratonnese ereorereiscereiens 157 


G. — D’aprés le nombre de jours écoulés entre morsure 
et traitement. 


(MED CA ATo te dame amano ose ceuaneDo OMERE ARE Seen oan nape ae ICOn 2 990 
Si TOES, seandoonodnonoosocendocnoc opoonGnnecHeoDAanene 495 
ORE IIA Tenis: ens Ataap.Gg00I0s 20 OD GUO OID OSOUCI OS GANT Onn DOUG 454 
1s. PaO rod omebo ooo Fa coo Un OCURNODOORAEIE MEU GOOROUDe 187 
Dine Kd ew She OUNS weiss esaateteret ROC ETO STO MT OU TOC COCEOE Ona 87 


Chaque personne ayant suivi un traitement complet est priée 
de se représenter 4 la consultation deux mois aprés la derniére 
injection. 
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09 Accipents. — Néant. 
5° Drces. — Neéant. 
6° Faux konecs. — Six. 


Faux ECHECS. 


Nguyen Van Tinh, 18 ans, fiche n° 924, habitant Hanoi, est 
mordu le 6 avril par un chien adulte, errant, qui est aussitot 
abattu. Le bulbe du chien est envoyé le méme jour au Service 
Vétérinaire qui, au douziéme jour, confirmera le diagnostic de 
rage. (L’enfant se présente le jour de la morsure a la consultation. 

A examen, on trouve, a la jambe gauche, deux plaies : une 
profonde et une superficielle, plaies qui ont été traitées par lalcool 
iodé. 

On institue un traitement réguliérement suivi de dix-huit injec- 
lions trés bien supportées. 

Le 4 mai l’hépital de Bach Mai demande a l'Institut Pasteur 
des renseignements sur cet enfant qui a été transporté au Service 
de Neurologie ott il a été admis depuis quarante-huit heures et 
qui présente des symptémes de rage. I] devait décéder le méme 
jour 4 15 h. 30. 

(Cet enfant est donc décédé onze jours aprés la derniére injec- 
lion d’un syndrome rabique dont l’incubation n’a pas dépassé 
vingt-cing jours. 

Il faisait partie d’une bande de six enfants tous mordus par 
le méme chien, et qui se sont présentés ensemble a la consulta- 
tion. L’un d’eux a abandonné le traitement et a été perdu de vue ; 
les quatre autres ont suivi réguliérement le traitement et étaient 
en excellente santé aprés deux mois, derniére date A laquelle ils 
se sont présentés au controle. 


Ly Thi Luu, 21 ans, fiche n° 3362, est une jeune femme de la 
province de Langson qui, mordue le 5 septembre, arrive a la 
consultation le 4 octobre. Elle présente une cicatrice A la fesse 
droite et une cicatrice au creux poplité droit. 

Le chien mordeur, pour lequel les renseignements sont tres 
vagues, a été abattu aussit6t ; aucun contréle de laboratoire n’a 
te demandé. 

Etant donné l’ancienneté de la morsure et l’absence de rensei- 
gnements, on institue un traitement renforcé et la femme recoit 
dix-sept injections en douze jours. Absente le treiziéme jour, elle 
est amenée le 17 octobre présentant des signes nets de rage et est 
adressée a l’hépital de Bach Mai ot elle décéde le 18 octobre 
a 7 heures du matin. 


‘La durée d’incubation semble done avoir été de quarante-deux 
jours. 
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Nguyen Van Tien, 44 ans, fiche n° 3411, est un cultivateur 
habitant la Délégation spéciale de Hanoi. Ila été mordu au médius 
droit le 1 octobre, mais ne se présente a la consultation que 
le 10. Il présente une plaie trés superficielle, presque cicatrisée. 

L’animal mordeur est un chiot de quelques mois, appartenant 
a la personne mordue. Cet animal semblait en bonne santé, et a 
élé abattu de suite, sans qu'un examen de controle ait été demandé. 
Il aurait mordu deux autres personnes qui ne se sont pas présen- 
lées 4 la consultation et pour lesquelles aucun renseignement n’a 
pu étre recueilli. 

Cet homme est mis au traitement renforcé, la thérapeutique 
mayant pu étre commencée que dix jours aprés la morsure, et 
seize injections sont pratiquées jusqu’au 21 octobre, date a laquelle 
ie traitement est définitivement abandonné par le malade. 

On apprend le 9 novembre que ce malade est décédé le 7, avec 
tous les symptomes de rage, aprés quatre jours de maladie. 

L’incubation dans ce cas a done été de trente-quatre jours. 


Duong Quang Ban, 5 ans, fiche n° 3475, arrivé de la province 
de Bac Ninh. Mordu le 15 octobre, il est amené a la consultation 
le 17 par sa famille. 

Les morsures siégent a la téte et sont sévéres : quatre plaies 
profondes a la tempe et a la paupiére inférieure gauche ; on note, 
en outre, plusieurs lésions superficielles ; ces plaies ont été traitées 
avec de la poudre de sulfamide. 

'L’animal mordeur est une chienne adulte, ayant mis bas récem- 
ment et semblant en mauvaise condition physique. Elle a été 
abattue sans qu’un contréle ait été demandé. Elle avait auparavant 
mordu plusieurs autres personnes qui n’ont pas suivi le traitement 
et sur lesquelles on n’a aucun renseignement, ainsi que d’autres 
animaux (volaille, chiens, porcs). 

On instaure de suite un traitement renforcé, suivi réguli¢rement 
et l’enfant recoit vingt injections jusqu’au 31 octobre, date a 
iaquelle on constate de la fiévre et des symptomes faisant penser 
&é une rage débutante. Il devait décéder a hopital de Bach Mai 
ie 2 novembre a 6 heures du matin, dix-sept jours environ aprés 
la morsure. 


Le Tien Vuong, garcon de 6 ans, fiche n° 3869, en trés bonne 
forme physique, est amené a Ja consultation le 1° décembre par 
son pére. Il arrive de la province de Langson ot il a été mordu 
le 25 novembre par un chien appartenant 4 un voisin. Ce chien 
a été abattu aussitét et le bulbe envoyé au Service Vétérinaire ; 
aucun renseignement ne pourra étre obtenu sur le résultat de 
Vinoculation. 

L’enfant présente de multiples plaies superficielles au niveau 
de Voreille et de la région frontale droite. 
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Bien que la morsure remonte a plus de six jours, on fail, le 
1 décembre, en méme temps qu’une premiére injection de vaccin 
phéniqué, 20 cm du sérum nouvellement préparé a l'Institut 
Pasteur de Hanoi. L’enfant viendra régulierement au traitement 
jusqu’au 10 décembre, date a laquelle on constate une aérophobie 
et une hydrophobie trés nettes qui ne laissent pas de doute sur 
la nature rabique de l’affection que présente l'enfant, malade 
depuis Ja veille dans l’aprés-midi, soit quinze jours aprés la 
morsure. 

Envoyé a l’hopital de Bach Mai, il ne s’y présente pas et on 
perd sa trace. 


Bui Thi Mui, 53 ans, fiche n° 3951, jardiniére, est mordue le 
4 décembre a Langson, village de la Délégation péciale de Hanoi 
ot elle habite, par un chien lui appartenant et présentant des 
symptomes qui permettent de penser qu’il s’agit cliniquement de 
rage; le chien a été abattu aussitot. Il a également mordu une 
jeune fille de 15 ans, elle aussi mise en traitement le 10 décembre, 
date 4 laquelle ces deux personnes se présentent a la consultation. 
La jeune fille, mordue au poignet droit, n’a présenté aucun symp- 
tome morbide a la date du 6 janvier 1956 apres avoir suivi un 
traitement complet. Chez Bui Thi Mui les lésions sont constituées 
par trois petites pointes superficielles et une ecchymose, siégeant 
au niveau de la joue gauche. 

[La morsure remonte a six jours, mais on tente une thérapeu- 
tique par le sérum antirabique dont la patiente recoit 40 cm®. 
Elle suit, en outre, un traitement de dix-huit piqdres de vaccin 
phéniqué, irrégulierement il est vrai, puisqu’on remarque son 
absence les 20, 21, 22 et 23 décembre. La dix-huiliéme injection 
est pratiquée le 31 décembre. 

Le 2 janvier, cette femme est amencée a la consultation ; depuis 
la veille elle est fébrile, accuse de la dyspnée, de la dysphagie 
et une aérophobie peu intense mais nette. Elle devait décéder 
4 son domicile le 3 janvier 4 14 heures, soit vingt-neuf jours aprés 
la morsure. 


SUMMARY 


ANTIRABIES TREATMENT IN THE Pasteur InstiTuTE oF Hanoy, 
1955. 


The author reports the antirabic immunizations carried out in 
Hanoj in 1955 (vaccines used and different conditions in which 
the treatment has been applied). He describes six cases in which 
the patients’ death could not be prevented, because they came too 


late to treatment or presented too severe bites for the immuniza- 
tion to be efficient. 


STRUCTURE ET PROPRIETES 
DES PARTICULES ELEMENTAIRES 
DU VIRUS DE LA MOSAIQUE DU TABAC 


1. — RESULTATS PRELIMINAIRES OBTENUS 
AU MOYEN DES HAUTES PRESSIONS 


par L. HIRTH, J. BASSET et O. CROISSANT (*). 


(Institut Pasteur, Service de Physiologie Végétale 
ef Service des Virus) 


James Basset, A. Gratia, M’ Machebceuf et P. Manil [4], 
M. A. Lauffer et R. B. Dow [2] ont montré que les hautes pres- 
sions diminuaient dans des proportions considérables lactivité 
dune suspension de virus de la mosaique du tabac (V.M. T.). 
Jacques Basset, Michel Machebceuf et coll. [8, 4, 5] ont montré 
dans des travaux ultérieurs que les hautes pressions constituaient 
une méthode générale d’étude des virus, des bactéries, des bac- 
tériophages qui, associée a d’autres techniques, pouvait permettre 
une appréciation des rapports unissant la virulence et la siruc- 
ture. L’un d’entre nous a montré par ailleurs /6] que la virulence 
du V.M. T. semblait étre due a la fois aux fractions protéiques 
et ribonucléiques du virus. D’autre part, les travaux récents de 
Tung-Yue Wang et Commoner [7] tendent 4 montrer que les deux 
fractions du virus sont indispensables a la virulence de ce der- 
nier. Les hautes pressions, en nous permettant de dissocier la 
particule élémentaire de virus sans lui infliger d’injure chimique, 
nous ont semblé une technique particuliérement apte a aborder 
les problémes de. structure et de virulence du V.M. T. Les 
résultats de travaux préliminaires sont rapportés ict. 


MATERIEL ET METIHODE. 


Préparation, des suspensions de virus ; Le-virus utilisé provient de 
plantes (N. tabacum variété white Burley) inoculées six 4 huit semaines 
auparavant. Les feuilles récoltées sont déposées pendant douze heures au 
conservateur 4 —15° et broyées. Le jus libéré est centrifugé pendant 
une demi-heure a 4 000 g, le surnageant est recueilli et additionné d’un 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 avril 1957. 
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volume de PO,HNa, 4 12 g/1, le tout est centrifugé quarante-cing minutes 
2 4000 g. Le virus est précipité par SO,(NH,), au tiers de saturation ; 
quatre remises en suspension dans l’eau distillée et précipitations suc- 
cessives sont effectuées. Enfin, on procéde a deux précipitations du 
virus 4 pH 3,3. Le virus est finalement remis en suspension soit dans 
l’eau distillée, soit dans du tampon phosphate pH 7,0 a 0,1 M ; il est 
dialysé pendant vingt-quatre heures contre de l’eau distillée ou du 
iampon. Les concentrations des suspensions obtenues ont varié de 
10-2 a5 x 10-8 g/ml. Le pH des suspensions dans l'eau distillée variait 
entre 5,6 et 6,0. Le virus obtenu, observé au microscope électronique, 
se présente sous forme de batonnets dont la longueur moyenne est 
de 290 mp, un faible pourcentage de ces batonnets s’agrége par 
deux bout a bout (diméres). On trouve aussi quelques rares exemples 
d’agglomération par trois. Ces résultats sont conformes 4 ceux obtenus 
par Williams et Steere [8] et par Rowen et Ginoza [9]. ; 

Les suspensions peuvent étre laissées 4 la glaciére un certain nombre 
de jours ; la microscopie électronique montre que, dans ce cas, les 
particules se disposent bout & bout en filaments dont Ja longueur est 
variable mais dépasse en moyenne 6 000 my ; c’est le phénoméne bien 
connu de l’agrégation des particules élémentaires du virus [40, 41]. 

Les deux types de suspensions (agrégées et non agrégées) ont été 
utilisés au cours des essais rapportés ici. 


Technique de mise en pression: Les hautes pressions sont obtenues 
en utilisant un multiplicateur de pression hydraulique du type décrit 
par James Basset [42]. Un systéme de régulation de température pré- 
cédemment décrit permet d’effectuer des mises en pression 4 tempéra- 
ture constante. Dans le cas présent, les expériences ont été effectuées 
a O° et a2 + 40°. Au cours de ces essais préliminaires le temps de 
pression a été maintenu constant (830 mn) sauf pour un _ essai 
a 14000 kg/cm? ot la pression a été maintenue pendant une seconde 
seulement. 

Les échantillons de virus 4 étudier sont distribués dans des sacs de 
caoutchouc naturel pur non vulcanisé, d’une capacité de 3 ml environ, 
suivant une technique décrite par Machebceuf et James Basset [43]. 
Les mises en pression étant effectuées & température constante les sacs 
sont immergés au sein du liquide transmetteur de pression (eau glycé- 
rinée aux deux-tiers). Une série de contréles effectués tant au point de 
vue de la virulence que des images électroniques ont permis de vérifier 
que le contact de la gomme avec le virus n’altérait en rien les pro- 
priétés de celui-ci et que rien ne diffusait de la gomme dans le milieu, 
méme aux plus hautes pressions. Les pressions employées se sont éche- 
lonnées de 1 000 kg/cm? & 14 000 kg/cm?. 


RESULTATS. 


A. Action sur les \propriétés physiques des suspensions de 
virus. — 'L’opalescence des suspensions de virus (agrégé ou non) 
pressces entre 1 000 kg/cm? et 10 000 kg/cm? ne varie pas d’une 
fagon appréciable, mais au dela de 10000 kg/em? les solutions 
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prennent un aspect laiteux caractéristique, en relation avec l’appa- 
rition sur les clichés au microscope électronique de spheres 
nombreuses dont le diamétre varie entre 15 et 120 mu. L’origine 
et la signification de ces sphéres seront discutées ultérieurement. 

Parfois, pour des pressions comprises entre 6000 et 10 000 kg 
par cm’, un coagulum apparait qui, dilué dans l’eau distillée ou 
le tampon phosphate, subsiste et se rassemble dans le fond du 
tube. Centrifugé a 4000 g pendant un quart d’heure, ce coagulum 
donne dans le fond du tube un sédiment abondant. Celui-ci, remis 
en suspension, donne une solution laiteuse dont la virulence ne 
semble dépendre que de la pression utilisée. Ce phénoméne de 
coagulation a été obtenu surtout avec du virus agrégé, il ne s’est 
pas produit d’une fagon réguliére. Les images électroniques 
montrent que, pour le coagulum obtenu a des pressions relati- 
vement faibles (6 000 kg/em*), les particules de virus (monoméres 
ov parlicules plus petites) sont disposées en « toile d’araignée ». 

Dans ces conditions, les particules de virus sont 4 un degré de 
fragmentation faible et la formation du coagulum parait donc les 
proléger contre laction mécanique des hautes pressions. Les 
résullats précédents précisent ceux obtenus par Laulfer et Dow [2] ; 
cependant, dans nos conditions expérimentales (tubes de caout- 
chouc au lieu de tubes d’acier, et durée de trenie minutes au lieu 
de quarante-cing minutes), la formation d’un coagulum abondant 
reste un phénoméne relativement exceplionnel, alors qu'il sem- 
blait étre la régle pour les auteurs américains. 

B. Action sur les propriétés chimiques. — Elle a été appréciée 
en étudiant les variations du pouvoir floculant du virus pressé 
vis-a-vis d’un sérum de lapin anti-V. M. T. normal. La technique 
classique du point de précipitation a la dilution maxima a été 
utilisée. Jusqu’a 8 000 kg/cm? il n’y a pas de différence sensible 
entre les traités et les témoins. Au-dela de 8000 kg/cm’ il se 
produit toujours une réaction entre le virus pressé et le sérum 
anti-V. M. T. utilisé, mais les flocons formés sont trés fins et 
sédimentent difficilement. Ce changement est hé a l’apparition, 
dans les préparations de virus pressé, des spheres de nature sans 
doute protéique déja signalées. 

La dénaturation de Ja fraction protéique du virus n’est done 
pas suffisante, aux hautes pressions, pour inhiber la réaction 
antigéne-anticorps, et celle-ci subsiste alors que la virulence 
a complétement disparu. Les résultats précédents seront précisés 
par l’estimation quantitative des pouvoirs floculants et antigé- 
niques des solutions pressées. 


En conclusion, on remarque que les plus hautes pressions ne 
font pas disparaitre le pouvoir du V. M. T. de se combiner avec 
les anticorps correspondants. 
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Friedrich-Freksa, Melchers et Schramm (44], puis Starlinger [45], 
qui dégradaient le V. M. T. par les alcalis, et Malkiel qui utilisait 
les ultra-sons [46], avaient remarqué aussi que les petites par- 
ticules de virus conservaient leurs propriétés chimiques essen- 
tielles. Ainsi la fraction protéique du virus posséde une structure 
chimique fondamentale particulicrement stable. En effet, les pro- 
téines comme l’ovalbumine [417] ou les pseudoglobulines [48] 
voient leurs propriétés immunologiques modifiées par des trai- 
tements relativement plus doux. Il est 4 remarquer, par ailleurs, 
que la partie protéique peut subir des modifications chimiques 
assez importantes (pertes d’acides aminés, par exemple) sans 
que ses propriétés essentielles soient modifiées. 


C. Action sur la virulence. — Les modifications de la virulence 
ont été étudiées par la méthode classique des lésions locales 
obtenues en inoculant des feuilles de N. glutinosa et de Datura 
stramonium. Les résultats ont été différents suivant que lon 
a utilisé du virus agrégé ou du virus non agrégé. 

Le tableau I et la figure 1 résument les résultats obtenus 
avec une suspension de virus non agrégé a la concentra- 
On Oo x10. oy 


Tasteau I. — Variation de la virulence d’une solution 
de virus non agrégé en fonction de la pression. 


Pression ; Nt (témoin) Np (virus pressé) 
kg par cme (1ésions pour 6 % | (1ésions pour 6 % 
feuilles) feuilles) 


Pression atmos= 
phérique (contréle) 


2,000 
4.000 
5.000 
6.000 
8.000 
10.000 


‘Ces résultats appellent les remarques suivantes : 

1° Jusqu’a 2000 kg/cm? il n’y a pas d’action de la pression ; 
ceci est confirmé par l’examen des préparations au microscope 
électronique, qui ne montrent l’apparition d’aucune fragmenta- 
tion importante des particules élémentaires qui constituent le 
témoin. Par contre, les diméres et les triméres sont en pourcen- 
tage moins élevé que dans le témoin. 
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PLancne |. 


Iric. 1. — Virus agrégé témoin. 

Fic. 2, — Virus agrégé pressé & 3 000 ke/cem2?. 
Fic. 3. — Virus agrégé pressé A 4000 ke/cm2. 
rie, , == Nouetis pressé a 14 000 ke/em?, 
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Prancue Ii. 


Fie. 5. — Virus non agréeé témoin, 

Fic. G. — Virus non agrégé pressé &’ 2 000 kg/em?. 
Pic 7. — Virus non agrégé pressé a 10 000 kg/em?. 
Fic. $. — Virus non agrégé pressé 4 12000 ke/cem?. 
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2° De 2.000 a 6 000 kg/cm? la chute de la virulence est impor- 
tante, elle se ralentit entre 6 et 7000 kg/cm? pour devenir faible 
a 8 000 kg/cm’; le rapport entre la virulence du traité et celle 
du témoin est trés faible a 10 000 kg/cm’. 

8° On obtient encore quelques rares lésions sur N. glutinosa 
a 10 000 kg/cm* et 12 000 kg/cm’, et il faut atteindre 14 000 kg/cm? 
pour ne plus en obtenir. 

Le tableau Hi et la figure 1 indiquent les résultats obtenus 
avec des suspensions de virus agrégé a la concentration de 
ax 0 gym. 


Tisrrau Il. — Variation de la virulence d’une solution de virus 
agrégé en fonction de la pression. 


Pression : ' Nt (témoin) Np (virus pressé 
kg par em2 (lésions pour 6 % |(lésions pour 6 % 
feuilles) feuilles) 


Pression atmos- | 
phériaue (contr6le) 


2.000 
3000 
4.000 
52000 
6.000 
8.000 
10.000 
12.000 


Lo 


La virulence croit dans des proportions notables pour les 
pressions comprises entre 1000 et 5000 kg avec un maximum 
vers 3000-4000 kg/cm’. Tous les résultats sont significatifs. 
L’examen des préparations au misroscope électronique montre 
que le témoin contient des particules trés longtes, dépassant 
6 000 mu et formées par l’union bout a bout de particules élémen- 
taires de 290 mu. Par contre, les préparations soumises a une 
pression de 2000 kg montrent que les longues fibres du témoin 
ont été cassées en particules de 290 mp pour la plupart. Lors 
de linoculation des suspensions de virus 4 WN. glutinosa, le 
nombre des particules actives par unité de surface de feuilles 
est sensiblement plus grand avec le virus pressé qu’avec le 
témoin. 

Ces résultats s’accordent avec le fait que les suspensions de 
virus agrégé sont connues pour étre moins virulentes que les 
suspensions non agrégées de méme concentration [410]; ils per- 
mettent aussi de remarquer combien il est important de connaitre 
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avec précision l'état d’agrégation des solutions avec lesquelles 
on travaille. Oster [20], en soumettant des suspensions de virus 
a Vaction des ultrasons, obtient une décroissance réguliére de 
la virulence, tandis que Newton [24] signale une exaltation de la 
virulence pour les intensités ultrasoniques faibles. Il est vrai- 
semblable que les deux auteurs travaillaient avec des suspensions 
de V.M.T. se trouvant dans des états d’agrégation différents. 

Le virus pressé a 5000 kg/em? a une virulence comparable 


Oris. 
2 {VIRULENCE RELATIVE 


<1 
05 
0 = $ - 
412345678910 12131445 
Fic. 1. — Evaluation de Ja virulence de suspensions de V.M.T. en fonction 
de Ja pression. C, : suspension de virus agrégé; C, : suspension de virus 


non agrégé. 


a celle du témoin; ensuite la chute de la virulence est rapide, 
mais A 12000 kg/cm? on obtient encore quelques lésions sur 
N. glutinosa. Le virus agrégé résiste a des pressions plus élevées 
que le virus non agrégé. Il est a noter qu’a 8 000 kg/cm? et 
méme a 10000 kg/em® dans certaines expériences on obtient 
encore un nombre notable de lésions. 

Chaque fois que l’on obtient des lésions, il est possible 
d’observer au moins quelques batonnets de 290 mu. Dans les 
préparations correspondant a 14000 kg/cm’, ot aucune lésion 
nest plus observée, aucune particule de 290 mp ne subsiste plus. 
Ceci permet de confirmer que la particule ayant 290 mu de long 
semble seule virulente [20, 8, 22). 

Ce qui précéde montre qu’au-dela de 8 000 kg/cm? il existe dans 
la plupart des cas une virulence encore notable, surtout dans le 
cas du virus agrégé. Ces résultats différent de ceux de James 
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Basset et coll. [4] de Lauffer et Dow [2] qui observaient une dispa- 
rition de la virulence a 8 000 kg/cm?, mais les méthodes de puri- 
fication étaient différentes et le degré d’agrégation des particules 
n’était pas précisé: les suspensions utilisées par ces auteurs 
devaient étre différentes des ndétres. 


Etude des images obtenues au microscope électronique. — Les 
préparations préalablement métallisées ont été examinées A l'aide 
du microscope électronique Siemens (Elmiskop I). Les grossis- 
sements initiaux étaient de huit mille fois, mais les lectures ont été 
faites sur les contretypes agrandis et disposés sur un lecteur de 
spectre (type Beaudoin). Les mesures ont done finalement été effec- 
tuées sur des objets grossis quatre-vingt-quatre mille fois. L’éva- 
luation des dimensions réelles des particules mesurées directement 
sur une photographie est assez difficile, car les longueurs effec- 
tivement mesurées doivent étre affectées d’un coefficient de correc- 
tion tenant compte de la métallisation, de la distorsion des par- 
ticules, de la densité de la préparation ; ces problémes ont été 
etudiés par Hiller [23], Williams et Steere [8] qui ont montré 
que les dimensions lues directement devaient étre diminuées de 
3 a7 p. 100 de Ja valeur obtenue. Schramm, Schumacher et 
Zellig [24] corrigent leurs lectures directes de 20 p. 100, ce qui 
est trés certainement trop fort. Dans ce travail nous n’avons pas 
fail subir de correction aux dimensions trouvées: les valeurs 
relatives des dimensions des particules nous intéressant surtout : 
les dimensions sont évaluées 4 +:4 mp prés. L’identification 
des particules de faibles dimensions (12 muy) est assez délicate ; 
elles ne doivent pas étre confondues avec les particules vues 
transversalement ; on les distingue cependant parce que les 
parlicules vues transversalement présentent généralement un trou 
central circulaire net; avec un peu d’habitude la confusion n’est 
pas possible. 

Les polygones de fréquence ci-aprés (fig. 2 4 8) résument les 
résultats obtenus. 

L’étude de ces polygones de fréquence appelle les remarques 
suivantes : 

1° Le comportement des suspensions de virus agrégé et non 
agrégé vis-a-vis des haultes pressions n’est pas le méme. 
A 10000 kg/cm? la majeure partie des suspensions non agrégées 
est a l’état de sphéres et l’on n’apergoit plus de petits fragments. 
Par contre, a 14 000 kg/cm’, le virus agrégé présente encore un 
nombre appréciable de particules de dimension -—~ Le virus 
agrégé résiste mieux, l’agrégation introduisant sans doute des 
modifications 4 l’intérieur méme de la particule élémentaire de 
virus. 
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Pour des pressions de 2 000 kg/cm? on n’observe aucune action 
appréciable sur la particule élémentaire du virus; seuls les 
diméres sont pour la plupart scindés pour le virus non agrégé et 
la fragmentation des longues particules du virus agrégé com- 
mence. Ces observations sont en conformité avec les variations 
de la virulence étudiées précédemment. 
agrégé et non agrégé montre que la fragmentation du virus 
agrégé donne naissance 4 des fragments plus petits que ceux du 


2° L’étude comparée des polygones de fréquence des virus 
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dimensions des particules dans des suspensions de V.M.T. agrégé soumises 
a diverses pressions. 


virus non agrégé. Les suspensions agrégées paraissent donc étre 
un meilleur matériel pour l'étude de la structure du virus que 
ies suspensions non agrégées. La fragmentation du virus agrégé 
fait apparaitre pour des pressions de 3 a 9000 kg/cm? des par- 
licules dont les longueurs moyennes les plus fréquentes sont 48, 
96, 144, 182 my, ce qui correspond aux fractions A de 
la particule initiale. La particule “ n'a jamais été observe En 
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sions des particules dans des suspensions de V.M.T. non agrégé soumises 
a diverses pressions. 
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utilisant les ultrasons Oster {20} arrivait 4 la conclusion que la 
rupture avait lieu au milieu de la particule, c’est-a-dire a l’endroit 
ott les forces mécaniques sont les plus grandes. Nos résultats 
montrent au contraire que cette rupture a lieu a des endroits 
précis ou la particule présente, par suite de sa structure, des 
points de moindre résistance. Ces résultats sont en accord avec 
ceux obtenus par Schramm, Schumacher et Zillig [24, 27], qui 
fractionnent le V. M. T. par les alcalis. De méme Rice et coll. [28], 
utilisant la déshydratation par le froid, avaient obtenu la frag- 
mentation des particules élémentaires de virus en fragments 


‘environ 400 i mais sans obtenir les intermédiaires entre 
et ee f 

Cependant dés 9000 kg/cm? apparaissent avec netteté deux 
nouvelles familles de particules de 72 mp et 24 mp de long. La 
fragmentation de la fraction “-se poursuit, mais l’existence de 
la particule de 72 mu montre que cette fragmentation correspond 
aussi 4 l’existence d'une unité définie et non a la simple coupure 
en deux de la particule. Les pressions élevées (14 000 kg/cm’) 
permettent d’obtenir, en grand nombre, des fragments de 
12 mu[+-], cest-i-dire des cylindres 4 peu prés aussi longs que 
larges dont la signification sera discutée plus join. 

3° Les images électroniques obtenues avec le virus non agrégé 
montrent qu’aux pressions élevées, A cété des particules sphé- 
riques obtenues en grand nombre, existent des batonnets flexueux 
beaucoup plus longs que les particules élémentaires et dont 
Vopacité aux électrons est plus faible que celle des particules 
normales. I] est possible qu'il s’agisse de particules vidées de 
ieur acide ribonucléique et agrégées entre elles sous I’influence 
des hautes pressions. I] pourrait s’agir ainsi de formations ana- 
logues & la protéine A de Schramm. L’action des hautes pres- 
sions serait réversible. Ce point fera objet de recherches ulté- 
rieures. 

4° L’apparition, l’aspect et les dimensions des sphéres sont 
tres différents suivant qu’il s’agit du virus agrégé ou non. 


aim oy 


Discussion. 


Les résultats précédemment exposés appellent les remarques 
suivantes : 

1° On confirme que les particules du V. M. T., pour étre viru- 
lentes, doivent avoir une longueur voisine de 290 mu; les parti- 
cules de longueur inférieure semblent dépourvues de virulence. 

2° L’emploi des hautes pressions permet d’aborder le probleme 
de la structure de la particule du V.M.T. sans faire subir 
a celle-ci d’injure chimique et en exercant une action plus puis- 
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sanle et plus facilement controlable que dans le cas des ultra- 
sons [20, 25, 26]. Ces derniers, en effet, n’agissent pas directe- 
ment, mais par le truchement de la cavitation et d’autres phéno- 
ménes qu ils provoquent dans le milieu. 

On peut admettre que le virus est constitué de sous-unités 
probablement identiques entre elles, et dont les régions d’asso- 
ciation sont des points de moindre résistance ; quelles sont les 
dimensions de chacune de ces sous-unités ? Schramm et coll. [27] 
admettent que leur longueur serait de ordre de 42 mu et repré- 
senterait--de la longueur de la particule initiale. Il est certain 
que les résultats obtenus avec les haultes pressions montrent 
que la particule joue un réle structural important et indis- 
cutable, mais l’étude des polygones de fréquence obtenus Aa 
9 000 kg/cm?’ permet de voir que la particule élémentaire pourrait 
etre = 24 mu; deux de ces derniéres s’associant entre elles, 
une variéfé de « diméres » de 48 mu prendrait naissance et 
6 d’entre elles s’agrégeant formeraient la particule élémentaire 
virulente. Ce fragment de 24 mw serait lui-méme divisé en quatre 


fractions de 60 A chacune, l'étude statistique de la répartition 
des longueurs faisant apparaitre la valeur —- = 60 A. Cette 


fraction de 60 A a une valeur plus faible quoique voisine de 
celle trouvée par Bernal et Fankuchen [29] et admise par 
Franklin (80, 34]. 

Il ne nous est pas possible d’indiquer a partir de quelles 
dimensions (ce point fera l’objet de recherches ultérieures) les 
particules sont toutes dépourvues de leur acide nucléique, mais 
il semble que dés 4 000 kg/cm’ la pression doit agir en détruisant 
les liens qui unissent l’acide ribonucléique du virus et la protéine. 
D’aulre part, au cours d’un essai préliminaire, Jes suspensions 
pressées ont été centrifugées pendant une heure a 110000 g, 
Vabsorption du surnageant a été étudiée en U. V. a 2650 et 

absorption a 2650 A 


2800 A. L’étude du rapport = montre une 
absorption a 2 800 A 


importante libération d’acide ribonucléique, surtout a partir de 
10 000 kg. Il se produirait done une véritable éjection de VPacide 
nucléique. Ainsi la pression agit de deux maniéres : en séparant 
Pacide ribonucléique de la protéine et en fragmentant la parti- 
cule virulente en ses sous-unités. IL est & remarquer que la 
structure du virus telle qu’elle est décrite n’apparait pas a la 
microscopie électronique sur les particules normales et pas plus 
que Williams ;32] nous n’avons pu mettre en évidence l’existence 
de sous-unités sur des particules non pressées. [I n’est pas actuel- 
lement possible de dire si la structure en sous-unités bien déter- 
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minées est un privilége de la partie protéique ou si elle se 
retrouve dans !a fraction nucléique. 

Les travaux de Lauffer, Kula et Buzzel avec les rayons X ont 
montré, cependant, que l’acide ribonucléique pouvait se frag- 
menter seul sans que la protéine soit touchée ; il est done pos- 
sible que les points de moindre résistance du manchon protéique 
se retrouvent dans la chaine ribonucléique. 

3° Le comportement différent des virus agrégé et non agreégé 
vis-’-vis des hautes pressions indique que les forces qui unissent 
les particules virulentes disposées bout a bout sont tres netlement 
plus faibles que celles qui unissent les sous-unités les unes aux 
autres dans la particule virulente élémentaire ; cependant, leur 
pature doit étre apparentée ; lagrégation intervient, en effet, en 
renforeant les Haisons unissant les sous-unilés entre elles, puisque 
le virus agrége est nettement plus résistant a la pression que 
le virus non agrégé: il est également possible qu’au cours de 
Yagrégation d’autres phénoménes interviennent qui empéchent 
Vapparition des particules sphériques dans le cas du virus 
agrégé. Ainsi Vagrégation des particules élémentaires de virus 
apparait comme un phénomene complexe apportant des modi- 
fications a lintérieur méme du batonnet virulent élémentaire, 
et le virus agrégé doit étre considéré comme un matériel assez 
différent du virus non agrégé. 

4° L’obtention d’un coagulum dans certains cas, et l'étude des 
images électroniques correspondantes, montre la posibilité pour 
les particules de 290 mp ou plus petites de s’organiser en une 
sorte de réseau. La signification et les conditions d’obtention de 
ce coagulum seront étudiées ultérieurement. 


RésuME. 


Des suspensions de virus de la mosaique du tabac purifié, 
agrégé ou non, ont été soumises pendant une demi-heure A des 
pressions variant de 1 kg/cm? 4 14000 kg/cm’. L’interprétation 
des résultats obtenus a permis de mettre en évidence un compor- 
tement différent des suspensions de virus agrégé et non agrégé. 

1° En ce qui concerne la virulence, une exaltation significative 
de celle-ci se manifeste pour le virus agrégé soumis aux pres- 
sions les plus faibles, alors que pour le virus non agrégé la 
virulence s’atténue réguli¢rement. 

“° Le mode de fragmentation des deux types de virus n’est pas 
'e méme et les images électroniques sont différentes. 

8° L’étude de la fragmentation des particules élémentaires de 
virus agrégé a permis de mettre en évidence l’existence de sous- 
unités de Vordre de 60 A. 
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4° Les suspensions pressées gardent la propriété de se com- 
hiner avec les anticorps anti-V. M. T. alors méme que la viru- 
lence a complétement disparu. 

Les résultats sont discutés. 


SUMMARY 


STRUCTURE AND PROPERTIES OF ELEMENTARY PARTICLES 
OF TOBACCO MOSAIC VIRUS. 


I, — PRELIMINARY RESULTS OBTAINED BY MEANS OF HIGH PRESSURES. 


Suspensions of purified T. M. V., aggregated or not aggregated, 
have been subjected during half an hour to pressures from 
1 keg/em’ to 14000 kg/cm’. The results obtained show that 
suspensions of aggregated virus have a comportment different 
from that of non aggregated virus. 

1° A marked enhancement of virulence of aggregated virus is 
caused by the lowest pressures. On the contrary, the virulence 
of non aggregated virus is attenuated by such pressures. 

2° The fragmentation pattern of the two types of virus is not 
the same, as evidenced by electron microscopy. 

3° The study of the split up elementary parlicles has shown 
the existence of sub-units of about 60 A. 

4° The suspensions which have been subjected to high pres- 
sures are still able to combine with the antibody, even when the 
virulence has quite disappeared. 

The results are discussed. 
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SUR LES PROCESSUS DE CONJUGAISON 
ET DE RECOMBINAISON CHEZ ESCHERICHIA COLI 


il — LA LOCALISATION CHROMOSOMIQUE DU PROPHAGE ? 
ET LES CONSEQUENCES GENETIQUES DE L'INDUCTION ZYGOTIQUE 


par Elie L. WOLLMAN et Francois JACOB (*). 


(Institut Pasteur, Service de Physiologie microbienne) 


La découverte de la recombinaison génétique chez les bac- 
léries [4] a révélé existence de processus sexuels chez ces orga- 
nismes. Cependant, l’extréme faiblesse (10 a 10-°) des fré- 
quences de recombinaison observées rendait illusoire l’étude de 
la conjugaison au niveau des bactéries individuelles et l’analyse 
de son mécanisme. C’est Visolement par Cavalli d’une part [2], 
par Ilayes d’autre part {8] de souches a haute fréquence de 
recombinaison (souches Hfr) qui a rendu cette étude possible. 

Dans les croisements entre bactéries — que ce soit entre bac- 
téries F+ et F—-, ou entre bactéries Hfr et F— — il existe une 
polarilé sexuelle : le transfert de matériel génétique se fait & sens 
unique, de bactéries donatrices (f+ ou Hfr) a bactéries récep- 
irices F— [8]. A celte polarité sexuelle s’ajoute une autre sorte 
d’asymétrie, génétique celle-la, que démontrent clairement les 
croisements Hfr x I~: la haute fréquence de recombinaison ne 
s’observe que lorsque certains des caractéres soni sélectionnés ; 
pour d'autres séleclions, au contraire, la recombinaison génétique 
se fait A basse fréquence (Bfr) comme dans les croisements clas- 
siques F+ x F—. Il n’y a donc qu’un groupe de caractéres qui 
puisse étre transmis a haute fréquence des bactéries Hfr a des 
recombinants [8, 4]. 

On peut donner de ces faits deux interprétations différentes. 
Selon Vune d’entre elles, les bactéries I~ ne regoivent qu’un 
segment du matériel génétique du type parental Hfr [8]: c’est 
Vhypothése du transfert partiel, transfert partiel qui aurait pour 
conséquence la formation d’un zygote incomplet. Selon une autre 
hypothése, ]a conjugaison aboutirait 4 la formation d’un zygote 
complet, l’élimination de certains des caracléres des bactéries 


(*) Manuscrit recu le 6 avril 1957. 
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donatrices se produisant & un stade ultérieur : l’élimination serail 
post-zygotique |4, 5}. 

Dans des croisements entre bactéries Hfr et bactéries Pou 
convient done de distinguer, d’une part le transfert de matériel 
génétique de baclérie donatrice a bactérie réceptrice qui aboutit 
a la formation d’un zygote (complet ou incomplet) ; d’autre part, 
la transmission, a des recombinants, de caractéres génétiques de 
la bactérie donatrice, transmission qui est la conséquence des 
phénoméenes d2 recombinaison génétique qui s’accomplissent 
dans le zygote. 

L’induction zygotique, phénoméne qui a fait l'objet du premier 
mémoire de cette série [6], offre un moyen d’étude du transfert 
de caractéres génétiques au cours de la conjugaison, indépen- 
damment de leur transmission ultérieure & des recombinants. En 
effet, dans des croisements entre bactéries lysogénes de ta 
souche Hfr isolée par Hayes (souche HfrH) et bactéries F— non 
lysogéenes, le transfert de certains prophages des bactéries dona- 
trices aux bactéries réceptrices a pour conséquence le dévelop- 
pement du phage et la destruction du zygote. Un prophage induc- 
tible porté par les bactéries Hfr est done un caractére génétique 
dont le transfert, au cours de la conjugaison, est immédiatement 
exprimé. En comparant les résultats de croisements dans lesquels 
se produit induction zygotique avec ceux de croisements témoins, 
on peut obtenir certains renseignements, non seulement sur ta 
fréquence de conjugaison, mais aussi sur son mécanisme et, en 
particulier, sur le processus de transfert. 


* 
x* 


Dans la premiere partie de ce mémoire, nous décrirons les 
propriétés du systeéme génétique HfrH x F— et en particulier la 
localisation des caractéres transmis 4 haute fréquence par les 
bactéries HfrH. Dans une seconde partie nous examinerons les 
preuves de Ja localisation chromosomique du phrophage 2 et les 
conséquences génétiques de induction zygotique de ce prophage. 
Certains des résultats rapportés ici ont déja fait objet de notes 
préliminaires [7, 8]. 


MATERIEL ET METI IODES. 


On trouvera dans le mémoire précédent [6], les principales 
indications concernant les souches de bactéries (voir [6], tableau I), 
et les méthodes de croisements utilisées, en particulier en ce qui 


: : : oes 
concerne l’induction zygotique. Nous ne donnerons ici que les 
indications indispensables. 
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1° SoucHES BACTERIENNES. — Les souches d’Escherichia coli K12 uti- 
lisées sont, soit des souches HfrH, toutes dérivées de la souche Hfr 
isolée et décrite par Hayes [3], soit des souches F—, toutes dérivées de 
la souche Y10 [4]. La plupart des croisements seront réalisés entre 
bactéries P678 ayant les caractéres T—L—AztT,7Lac—Gal,—Mal—Xyl—Mtl 
Ara—B,—Sr/), et bactéries HfrH ayant les caractéres inverses. Les sym- 
boles utilisés ont la signification suivante : pouvoir de synthétiser !a 
ihréonine (T), la leucine (L), la thiamine (B,), utilisation du_lac- 
tose (Lac), du galactose (Gal), du maltose (Mal), du xylose (Xyl), du 
mannitol (Mtl), de Jlarabinose (Ara), résistance (r) au nitrure de 
sodium (Az), au phage T,, a la streptomycine (S.). 


2° BacTrERIOPHAGES. — Les propriétés du phage } et de ses divers 
mutants ont déja été décrites [9]. Les caractéres lysog¢ne ou non lyso- 
gene d’une souche, pour un phage donné, seront représentés par le 
symbole de ce phage entre parenthéses, suivi des signes + ou — 
respectivement : exemple, P678(,)+ est lysogéne pour }. La résistance 
a un phage, lorsqu’elle n’est pas utilisée comme caractére génétique, 
est indiquée comme suit : P678/) est résistant & 4. Dans la plupart 
des croisements entre bactéries lysogénes et non lysogénes, les bac- 
téries réceptrices utilisées ont été rendues résistantes au phage consi- 
déré, de maniére a éviter les erreurs qui pourraient résulter d’une 
infection secondaire : exemple, Hfr(,)— x F— P678(A)+/2. 


3° Minreux. — Les milieux utilisés dérivent tous de deux milieux de 
base : 


a) Un milieu complet : macération de viande, 100 ml ; iar Uclaf, 
10 g ; NaCl, 10 g ; eau, q. s. pour 1 000; ajusté 4 pH 7. Ce milieu est 
solidifié (milieu GN) par addition de 12 2 de gélose par litre pour la 
préparation de boites de Petri pour élalement des bactériophages, par 
addition de 20 g de gélose par litre pour la numération des bactéries 
ou leur caractérisation. La gélose molle utilisée pour les étalements 
en double couche est A 7 p. 1000. 


b) Milieu pan telae KRHLPOs, 16,8 -2 5 MgSO, 7 HO, . On. ges 
(NH) 50), Lg > Catnod,),, 0,01 e: Feso, at! 1BIXO). 0,0005 g ; eau bidis- 
tulle woe Se pour 1000. Ajusté a pH i par KOH. Toutes les dilutions 
sont faites dans ce milieu dilué 4 1/20 en eau bidistillée (tampon). 

Ce méme milieu est solidifié par addition de 15 g de gélose Difco 
par litre (milieu GS). La gélose molle utilisée pour les élalements est 
a 7 2 de gélose Difco par litre. 

4° TECHNIQUE DES GROISEMENTS. — Des cultures des bactéries a croiser, 
en voie de croissance exponentielle en bouillon, sont centrifugées, 
remises en suspension en bouillon et mélangées A raison de 4.10° bac- 
téries F— et 2.10’ bactéries Hfr par millilitre, soit 1 Hfr pour 20 F—. 
Des échantillons du mélange sont prélevés et, aprés dilution en 
tampon, étalés sur le milieu approprié : pour les centres infectieux sur 
GN en présence de streptomycine et de bactéries indicatrices strepto- 
mycino-résistantes (souche 112 St), pour les recombinants sur un milieu 
sélectif approprié. Lorsque des échantillons sont prélevés 4 temps 
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variables, on constate qu’aprés cinquante minutes de contact, le nombre 
des centres infectieux et le nombre des recombinants n augmentent 
plus [6, 10]. Ceci est vrai pour tous les croisements décrits dans ce 
travail. 

Le transfert de caractéres génétiques se faisant de bactéries Hfr, 
minoritaires, aux bactéries F—, majoritaires, ce que |’on mesure, dans 
un croisement ou l’induction zygotique n’a pas lieu, c’est le nombre 
des recombinants formés par Un nombre donné de bactéries Hfr. Il 
en est de méme dans un croisement ow l’induction zygotique se produit 
et ov lon peut mesurer A la fois le nombre de centres infectieux ct 
le nombre de recombinants formés. Pour une sélection donnée, on 
appellera fréquence de recombinaison, le rapport « nombre de recom- 
binants de ce type/100 bactéries Hfr initiales », et ltaug dinduction 
zygotique, le rapport « nombre de centres infectieux/100 bactéries Hfr 
initiales ». Ces mesures correspondent toutes a des prélévements faits 
soixante minutes aprés le mélange. 


5° SELECTION DES RECOMBINANTS. — Dans un croisement entre bacté- 
ries Hfr et F—, seul un certain groupe de caractéres est transmis 
a haute fréquence des bactéries Hfr aux bactéries F—. On choisit donc 
une souche F— qui porte les alléles — de certains de ces caractéres 
(par exemple, T—L— ou Gal—) et l’on sélectionne les recombinants 
ayant acquis du parent Hfr les alléles + de ces caractéres. Sur le 
milieu synthétique servant a la sélection, les bactéries F— ne se déve- 
loppent pas. De méme, la croissance des bactéries Hfr peut étre sup- 
primée lorsque ces bactéries sont auxotrophes pour un caractére distinct 
de ceux des bactéries F—, ou lorsqu’elles sont sensibles 4 un inhibiteur 
auquel les bactéries F— sont résistantes, mais ceci a condition que le 
déterminant génétique du caractére servant a la contre-sélection ne 
soit pas transmis, lui aussi, a haute fréquence. Par exemple, dans un 
croisement entre bactéries Hfr T+L+M—Ss et bactéries F— T—L—M+Sr, 
ou les recombinants T+L+ sont formés 4 haute fréquence, la fréquence 
de recombinaison observée est identique, que l’on sélectionne les 
recombinants T+L+M+ ou les recombinants T+L+Sr, car ni le carac- 
tére M (méthionine), ni le caractére S (streptomycine) ne sont transmis 
4 haute fréquence par les bactéries HfrH [3]. Dans tous les croisements 
qui vont étre décrits, c’est la streptomycine qui a été utilisée comme 
contre-sélecteur des bactéries Hfr. 

Lorsque les bactéries 4 croiser different par plusieurs caractéres qui 
peuvent servir 4 la sélection de recombinants A haute fréquence, on 
peut, au cours d’un méme croisement, réaliser différentes sélections. 
C’est ainsi que, dans un croisement HfrH Ss x P678 Sr, on peut sélec- 
tionner 4 la fois des recombinants T+L+Sr et des recombinants 'Gal+Sr. 
Les premiers sont obtenus en étalant des échantillons du croisement 
sur milieu GS glucosé (10 g/l) additionné de thiamine (1 ug/ml) et de 
streptomycine (150 wg/ml), les recombinants Gal+ Sr par étalement sur 
milieu GS galactosé (10 g/l) additionné de 1-thréonine et de pr-leucine 
(80 pg/ml de chaque), de thiamine et de streptomycine. 


6° ANALYSE GENETIQUE DES RECOMBINANTS. — Les recombinants sont 
réisolés sur le méme milieu que celui qui a servi A leur sélection, puis 
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disposés réguliérement, A l’aide d’une grille, sur la surface d’une boite 
de Petri contenant le méme milieu. Aprés croissance, des « décalques » 
de la boite sont portés, 4 l’aide d’un tampon de velours [44], sur des 
boites de Petri contenant le milieu approprié : 

a) Besoins en facteurs de croissance: milieu GS sélectif correspon- 
dant ; 

b) Fermentation des glucides : GN additionné du glucide correspon- 
dant (10 g/l) et de 30 ml par litre d’indicateur universel « Prolabo » 
(coloration jaune = fermentation ; coloration verte = non fermenta- 
tion) ; 

c) Résistance ou sensibilité : au nitrure de Na : GN + NaN, (M/850) ; 
au bactériophage : GN recouverte du phage considéré ; 

d) Lysogénie : GN recouverte de bactéries indicatrices. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX 
I. — Le systéme ctnetiour HfrH x F-. 


Lorsqu’on réalise, dans un méme croisement, plusieurs sélec- 
tions différentes, ou lorsqu’on fait varier, dans des croisements 
différents, les souches mises en présence, ce que l’on compare 
ce sont, d’une part, les fréquences de recombinaison observées, 
d’autre part, la constitution génétique des recombinants obtenus, 
c’est-a-dire la distribution, parmi ces recombinants, des différents 
caractéres génétiques provenant du type parental Hfr. Nous étu- 
dierons d’abord les caractéristiques du croisement HfrH non lyso- 
géne x P678 St non lysogéne, puis les variations que l’on peut 
observer lorsqu’on fait varier les souches mises en jeu. 


A. ANALYSE DEs cRoIseEMENTS HfrH(ly)— x P678(ly)— : LE sEc- 
mENT T'L—Gal. — Parmi les caractéres transmis a haute fréquence 
par les bactéries HfrH se trouvent les caractéres TL Azs T,§ ‘Lact 
Gal,+ [8, 7]. Soit done un croisement entre bactéries HfrH T+L+ 
AzsT,sLact+Galt+Ss et bactéries F— P678 T—L—Az‘T,*Lac—Gal—Sr, 
dans lequel on sélectionne les recombinants ayant recu des carac- 
téres assez distants, tels que T+L+ d’une part, et Galt d’autre 


part. 
1° Les recombinants T+L+S* et l’ordre des caracléres transmis 
a haute fréquence. — Au cours de croisements répétés de ce type, 


la fréquence avec laquelle sont formés les recombinants T+L+St 
est toujours de l’ordre de 10 p. 100 (tableau I, croisement 1). 
L’analyse génétique de ces recombinants révéle, ainsi que l’a 
montré Hayes {3}, que Ja totalité d’entre eux possédent certains 
caractéres du type parental F—, tels que Mal—Xyl-M"—B,/i. Les 
alléles correspondants du Hfr n’apparaissent pas parmi les 
recombinants. D’autres caractéres du parent Hfr sont transmis 
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Yanteau I. — Fréquences de recombinaison observées dans différents 
croisements HfrH Ss x F— Sr. 


i " Recombinants || Rapport | ; 
i i ; pest Taux dtinduction 


Ol i w n TTLts© i 
New Croisements + Taine i zygotiaue 


C600(A)~ 
Y1O(A)* 


ys 


P14 (Ad 


< P14(Aa)* 
i] 
c600(A)7 | 
i] 


Fréquenee de recombinaison: nombre de recombinants (I+L+Sr ou Gal+Sr) 

pour 100 bactéries HfrH initiales. Taux d’induction zygotique: nombre de 

centres infectieux formés sur bactéries 112 St en présence de sireptomycine 
pour 100 bactéries Hfr initiales. 


Tasteau Il. — Analyse génétique des recombinants formés dans 
divers croisements HfrH x F— P678. 


Constitution génétiaue des recombinants 
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Constituion génétique des recombinants: pourcentage des recombinants (T+L+s8r 
ou Gal+S™) ayant hérité du parent Hfr les caractéres indiqués. 
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aux recombinants T+L+Srt dans des proportions qui sont remar- 
quablement constantes d’un croisement a l'autre. C’est ainsi que 
les caractéres AzsT,sLact et Gal+ du parent Hfr se retrouvent 
respectivement chez 90 p. 100, 75 p. 100, 45 p. 100 et 25 p. 100 
environ des recombinants T+L+S" (tableau II, croisement 1). 
Lorsque certains des marqueurs portés par les souches mises en 
jeu dans un croisement sont inversés comme dans le croisement 
HfrH T+L+Az?T,tLact x F— T-L—AzsT,sLac—, les caractéres 
issus du parent Hfr se retrouvent dans les mémes_ proportions 
parmi les recombinants T+L+ [42]. 

Tout se passe donc comme si les caractéres transmis a haute 
fréquence par les bactéries HfrH se trouvaient disposés_ sui- 
vant un ordre linéaire par rapport aux caractéres T+L+ sélec- 
leurs. Leur fréquence relative d’apparition parmi les recombi- 
nants T+L+Sr permet de dresser, en unités génétiques arbitraires, 
une carte du « segment » transmis a haute fréquence par les bac- 
teries Hfr (fig. 1), segment qui sera provisoirement appelé 


TLAz® Ti§ Lac Gal X 
----- S$ Mal Xyl Mtol M By 

90 70 50 25 15 
Fic. 1. — Le segment chromosomique TL—Gal. — Les caractéres sont disposés 


sur ce segment suivant Jeur fréquence d’apparition (en p. 100) parmi les recom- 

binants T+L+S*. Les caractéres non transmis 4 haute fréquence (moins de 

1 p. 100 parmi les recombinants T+L+S") sont disposés suivant l’ordre indiqué 
par Cavalli et Jinks [48] sur une ligne en pointillé. 


segment —-TL—Gal—, puisque les caractéres TL d’une part, 
Gal d’autre part, sont, parmi les caractéres qui distinguent les 
bactéries Hfr des bactéries P678, ceux qui apparaissent comme 
étant les plus éloignés sur ce segment. 


2° Les recombinants Gal+S™ et la polarité du segment TL—Gal. 
-— Lorsqu’au cours d’un méme croisement HfrH x P678, on sélec- 
tionne d’une part les recombinants T+L+Sr et d’autre part les 
recombinants Galt+S', on constate que la fréquence des recom- 
binants Gal+Sr n’est que de 2,5 p. 100 environ, alors que la fré- 
quence des recombinants T+L+Sr est de l’ordre de 10 p. 100 
(tableau I, croisement 1). La fréquence de recombinaison varie 
donc suivant la sélection réalisée. 

L’analyse génétique des recombinants Gal+St montre que, 
parmi ces recombinants, les différents caractéres du segment 
—TL—Gal— du parent Hfr se retrouvent en proportions élevées 
et égales (tableau II, croisement 1). Les caractéres du parent Hfr 
qui n’étaient pas transmis aux recombinants T+L+Sr, tels que 
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Mal+, Xyl+ ou Bt, n’apparaissent pas non plus parmi les 
recombinants Gal+St. 

Il existe donc une relation évidente entre les différences obser- 
vées dans les taux de recombinaison et les différences que révéle 
analyse des recombinants T+L+Sr et Gal+St. Les recombi- 
nants Galt+St sont quatre fois moins nombreux que les recom- 
binants T+L+S", mais, lorsqu’ils sont formés, plus de 70 p. 100 
d’entre eux possédent aussi les caractéres T+L+ du parent Hfr. 
Cette asymétrie dans les résultats de sélections différentes réali- 
sées au cours d’un méme croisement manifeste l’existence d’une 
polarilé le long du segment —TL—Gal—. 


B. — VARIATIONS PROVENANT DE LA NATURE DES SOUCHES MISES 
EN JEU. — 1° Fréquences de recombinaison. — ‘Les résultats 
d'une série de croisements d’une part entre une méme souche HfrH 
non lysogéne et différentes souches I—, d’autre part entre une 
méme souche HfrH lysogéne et les mémes souches F— sont rap- 
portés sur le tableau I. Nous n’examinerons que les croisements 
dont les résultats ne sont pas compliqués par induction zygo- 
tique, c’est-a-dire tous les croisements a l’exception de ceux qui 
porlent lessn™ yet 10; 


a) Lorsqu’une méme souche Hfr(i)— est croisée avec différentes 
souches F—, les fréquences de recombinaison observées dépendent 
de la souche F— mise en jeu. C’est ainsi que la fréquence des 
recombinants T+L+Sr dans un croisement Hrf(a)— x C600(A)— est 
deux fois plus élevée que dans un croisement Hfr(a)— x P678(4)— 
(croisement 1 et 3). 


b) Dans les quelques cas éludiés, les fréquences de recombi- 
naison sont indépendantes du caractére lysogéne ou non des 
souches I—, lorsque ces souches sont étroitement apparentées. 
C’est le cas des souches P678(A)+ et P678(A) — (croisements 1 
et 2). C’est le cas des souches Y10(A)+, C600(4)- et P14(ad)+ 
(croisements 3, 4 et 5). 


c) Lorsque la souche Hfr(a)+ d’une part, la souche Hfr(,)- 
d’autre part, sont croisées avec une méme souche F-, les fré- 
quences de recombinaison sont deux fois plus élevées avec les 
bactéries Hfr(a)+ qu’avec les bactéries Hfr(a)-. Ceci est vrai 
quelle que soit la sélection (croisements 2 et 6) et quelle que soit 
la souche I— (croisements 4 et 8, 5 et 9). 


Lorsqu’on compare, comme nous allons le faire, les résultats 
de croisements mettant en ceuvre des souches différentes, il faut 
done tenir compte de ces différences dans les valeurs absolues 
des fréquences de recombinaison, différences inhérentes a Ja 
nature méme des souches utilisées. 
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2° Constitution génétique des recombinants. — Si, dans les 
croisements entre bactéries HfrH et bactéries F— de la souche K12, 
les variations de souche a souche peuvent étre assez grandes en 
ce qui concerne les fréquences de recombinaison, ces variations 
affectent relativement peu la constitution génétique des recom- 
binants. En particulier, l’ordre et la distance relative entre les 
différents caractéres portés par le segment —TL—Gal—, tels 
qu’on peut les déterminer par l’analyse des recombinants T+L+, 
varient dans une assez faible mesure. De méme, l’analyse des 
recombinants Gal+St montre que les différents caractéres du 
segment —TI—Gal— y sont représentés en proportions iden- 
tiques, quoique ces proportions puissent varier entre 50 et 
80 p. 100. 


* 
kk 


Dans un croisement HfrH x F-, seul un groupe de caractéres 
génétiques peut donc étre transmis 4 haute fréquence des hacté- 
ries Hfr a des recombinants. Les fréquences de recombinaison 
observées au cours d’un méme croisement dépendent cependant 
de la sélection réalisée. On peut mettre ainsi en évidence un 
gradient de recombinaison qui, pour les croisements étudiés, 
décroit de TL a Gal et que lon peut exprimer par le rapport 
{+L+Sr/Galt+Sr. Lorsque la sélection est réalisée pour des carac- 
téres tels que TL, l’analyse des recombinants obtenus permet 
de disposer linéairement les différents caractéres génétiques 
transmis & haute fréquence par les bactéries HfrH, sur le seg- 
ment —TL—Gal— ainsi défini (fig. 1). Les différences que 
révéle Panalyse génétique des recombinants T+L+Sr, d’une part, 
Gal+Sr, d’autre part, sont également l’expression de la polarité 
du segment chromosomique —TL—Gal—. Toute interprétation 
quantitative des relations de liaison entre caractéres situés sur 
le segment TL—Gal doit donc tenir compte de la polarité de ce 
segment. 


Il. — La LOCALISATION CHROMOSOMIQUE DU PROPHAGE A 
ET LES EFFETS GENETIQUES DE L INDUCTION ZYGOTIOUE. 


Dans un croisement entre bactéries Hfr(4)+ et bactéries F—(,)-. 
le transfert du prophage au cours de la conjugaison a pour consé- 
quence |’induction de son développement et la destruction de la 
bactérie réceptrice. Ce phénoméne d’induction zygotique explique 
lasymétrie qui avait été observée dans les résultats de croise- 
ments F+ x F-, selon que le caractére lysogéne était porté par 
les bactéries donatrices ou par les bactéries réceptrices [13, 44, 
45]. En effet, lorsque le prophage est porté par les bactéries 
réceptrices, l’induction zygotique ne se produit pas. Ce sont done 
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les croisements mettant en ceuvre des bactéries réceptrices lyso- 
eénes qui seuls permettent d’analyser le déterminisme génétique 
de la lysogénie {7}. 


A. LA LOCALISATION CHROMOSOMIQUE DU PROPHAGE 4. — 1° Les 
croisements Hfr()— x F-(4)+. — Les résultats de croisements 
de ce type sont rapportés sur le tableau I (croisements 2, 4 et 5) 
et sur le tableau II (croisement 2). On voit que : 


a) Les fréquences de recombinaison observées sont identiques 
a celles que l’on observe dans des croisements comparables 
Hir(a)- x F-(4)-. En particulier, le rapport du nombre des 
recombinants T+L+Sr au nombre des recombinants GaltSt est le 
méme, que la souche F— soit lysogéne ou non. 

b) La constitution génétique des recombinants T+L+Sr ct 
Gal+Sr est identique dans les deux cas, pour les caractéres autres 
que la lysagénie (tableau II, croisements 1 et 2). 


c) La ségrégation du caractére (4)— parmi les recombinants 
{+L+Sr indique que la lysogénie est sous la dépendance d’un 
déterminant chromosomique, et que ce déterminant est situé 
au-dela de Gal par rapport & TL sur le segment —TL—Gal— 
(fig. 1). 

d) L’analyse des recombinants Gal+St confirme cette localisa- 
tion, ainsi que la liaison entre les caractéres (ly)— et Gal+. Environ 
80 p. 100 des recombinants Gal+St ont en effet recu aussi le 
caractére (Ly)—. 


2° Les croisements Hfr(a)+ x F—-(a)+. — Les résultats des croi- 
sements de ce type (tableau I, croisements 6, 8 et 9; tableau II, 
croisement 3) sont tout a fait comparables aux croisements précé- 
ments. Lorsque les deux souches lysogénes HfrH et F— perpé- 
tuent des prophages i différents, la ségrégation des deux types 
de prophages parmi les recombinants T+L+Sr et Gal+Sr est 
identique a la ségrégation des caractéres (4)+ et (4)- dans un 
croisement Hfr(a)— x F-(a)+. Ce type d’expérience a d’abord été 
réalisé en utilisant des mutants de 4 qui different par l’aspect 
de leurs plages tels que i trouble et 4 centré [9]. Il est cependant 
beaucoup plus facile de déterminer le type de prophage perpétué 
par les recombinants lorsqu’on croise des bactéries HfrH portant 
un prophage défectif [16] et des bactéries F— portant un prophage 
normal, ou lorsque bactéries Hfr et bactéries F— sont lysogenes 
pour des phages 4 n’ayant pas le méme spectre d’activité. Les 
résultats rapportés sur le tableau II (croisement 3) sont ceux d’un 
croisement entre Hfr(4)+ qui produit du 1+ sauvage, et P678(xh434) 
qui produit un phage % ayant le spectre d’activité du phage 
tempéré 434 [17]. : 
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‘Les croisements de ce type qui ont déja été réalisés dans le 
cas de croisements F+ x F— par renee {44} démontrent, que 
non seulement la lysogénie est a déterminisme chromosomique, 
mais que le déterminant génétique de la lysogénie est bien Je 
prophage lui-méme. 


B. LEs CONSEQUENCES GENETIQUES DE L’ INDUCTION ZYGOTYQUE. — 
‘Les résultats des croisements entre bactéries HfrH lysogénes 
pour 4 et bactéries F— non lysogénes sont trés différents de ceux 
de croisements réciproques HfrH(a)— x F-(4)+. Dans le premier 
cas, en effet, le développement du prophage dans plus de la 
moitié des zygoles possibles aboutit a la destruction de ceux-ci 
et a la formation de centres infectieux. L’induction zygotique 
modifie profondément, aussi bien les fréquences de recombinaison 
que la constitution génétique des recombinants {7}. 


1° Fréquences de recombinaison. — Soit un croisement entre 
bactéries Hfr(4)+ et P678(A)- réalisé dans les conditions habi- 
tuelles. Aprés soixante minutes de contact (durée au bout de 
laquelle aussi bien le nombre des centres infectieux que celul 
des recombinants reste constant), on évalue, d’une part, le nombre 
des centres infectieux dus a l’induction zygotique et, d’autre part, 
celui des recombinants T+L+Sr et Gal+Sr. Les résultats d’un 
tel croisement sont comparés aux résultats d’un croisement 
Hir(a)+ x P678(A)+ réalisé dans des conditions identiques 
(tableau I, croisements 6 et 7). On voit que le développement du 
prophage de plus de la moitié des bactéries Hfr (57 p. 100) 
n’empéche pas la formation de recombinants. Les fréquences de 
recombinaison observées different cependant d’une maniére sen- 
sible d’une sélection a l’autre. Si, par rapport au croisement 
témoin, la proportion des recombinants T+L+St passe de 17 p. 100 

7 p. 100 (réduction d’un facteur 2,4), celle des recombinants 
Gal+Sr passe de 4 p. 100 a 0,18 p. 100 (réduction dun facteur 30). 
Le rapport T+L+St/Gal+S* qui était de 4,3 dans le croisement 
témoin s’éléve a 52. 

L’induction zygotique affecte donc d’une maniére inégale !a 
formation des divers types de recombinants. La destruction de 
la moitié de tous les zygotes possibles réduit de moitié le nombre 
des recombinants T+L+St, mais beaucoup plus celui des recom- 
binants Galt+Sr, Or, l’on sait (fig. 1) que le prophage 4 est lié 
au caractére Gal,. Tout se passe donc comme si la moilié de 
tous les zygotes possibles avait recu un segment chromosomique 
T—L—Gal—a et avaient été détruits par ‘le développement du 
prophage. L’autre moitié des zygotes aurait regu un segment 
plus court, mais seulement une faible fraction d’entre eux aurait 
recu un segment contenant a la fois TL et Gal. 
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Notons que les effets génétiques de l’induction zygotique appa- 
raissent identiques dans tous les croisements ou ce phénoméne 
se produit (tableau I, croisements 7 et 10). C’est ainsi que la 
fréquence des recombinants T+L+Sr est deux fois plus élevée dans 
un croisement Hfr(2)+ x Y10(4)+ que dans un croisement Hfr(a)+ 
x P678(4)+. Dans les croisements correspondants Hfr(a)+ x 
C600(4)— et Hfr(a)+ x P678(2)-, Vinduction zygotique, qui détruit 
plus de 50 p. 100 des zygotes possibles, réduit dans les mémes 
proportions le nombre de recombinants T+L+Sr formés. 


2° Analyse génétique des recombinants. — Cette polarité des 
effets génétiques de linduction zygotique apparait également 
lorsqu’on analyse les recombinants formés (tableau II, croise- 
ment 4). Si l’on compare avec les résultats obtenus au cours 
de croisements témoins (croisements 1 a 3), les fréquences avec 
lesquelles apparaissent parmi les recombinants T+L+Svr, les diffé- 
rents caractéres génétiques issus du parents Hfr, on constate que 
ces fréquences sont d’autant plus réduites que les caractéres consi- 
dérés sont plus éloignés des caractéres T+L+ sélectionnés. Quant 
au caractére lysogéne du parent Hfr, il n’est pratiquement jamais 
transmis aux recombinants T+L+Sr. ‘La constitution génétique des 
rares recombinants Galt+Sr est, au contraire, peu différente de 
celle des recombinants Galt+St formés dans un croisement témoin. 
Seul le caractére lysogéne du parent Hfr n’apparait que trés 
rarement parmi ces recombinants. 


L’induction zygotique affecte done d’une maniére trés inégale 
ia transmission des caractéres génétiques des bactéries Hfr dona- 
trices 4 des recombinants. Un caractére donné est d’autant moins 
transmis quil est plus hé au prophage i’. Cette réduction par 
rapport & un croisement témoin qui est de 2,4 pour les carac- 
teres TL, 30 pour Gal, atteint 240 pour 4. La fréquence avec 
laquelle le prophage 4 apparait chez un recombinant n’est pas 
supérieure 4 la fréquence de lysogénisation que l’on observerait 
aprés infection des bactéries. 


Un cas particulier intéressant est celui d’un croisement entre 
bactéries HfrH(ad)+, lysogénes défectives, et bactéries F— P678 
non lysogénes. Les bactéries lysogénes défectives, soumises A une 
faible dose de lumiére ultraviolette, se lysent complétement mais 
ne libérent que de trés rares particules infectieuses de bactério- 
phage 4. Dans un croisement Hfr(ad)+ x F—-(i)-, c’est lanalyse 
génétique du croisement (tableau I, croisement 5) qui, malgré 
absence de centres infectieux, révéle que l’induction zygotique 
se produit exactement comme dans un croisement Hfr(x)+ x 
I'—(a)—. Dans ce cas, les effets de l’induction zygotique ‘sont, en 
quelque sorte, réduits a leurs conséquences génétiques. 
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Les effets de Vinduction zygotique, tant sur la fréquence des 
recombinants formés que sur leur constitulion génétique, accen- 
tuent la polarité du segment T—L—Gal que révélait déja l’ analyse 
des croisements ot! l’induction zygotique ne se produit pas. Le 
développement du prophage 4, qui aboutit a la destruction d’une 
fraction importante des zygotes, réalise une sélection parmi 
ceux-cl. Tout se passe comme si seuls survivaient ceux qui n’ont 
pas recu le prophage % et, partant, le caractére Gal auquel ce 
prophage est lié. Comme on le discutera plus loin, l’interprétation 
la plus simple de ces faits est celle d’un transfert partiel des 
varactéres génétiques de bactéries Hfr a bactéries F—. 


DISCUSSION. 


Le segment chromosomique TL—Gal et la localisation chromo- 
somique du prophage. — Le fait essentiel qui caractérise la 
conjugaison entre bactéries HfrH et bactéries F—, c’est que seul 
un groupe de caractéres peut é¢tre transmis, 4 haute fréquence, 
a des recombinants. Ce fait peut, nous l’avons vu, étre interprété 
de deux maniéres différentes : ou bien les caractéres qui n’appa- 
raissent pas parmi les recombinants ont été éliminés du zygote 
au cours de la recombinaison [5]; ou bien ces caractéres n’ont 
pas été lransférés des bactéries Hfr au zygote [8]. 

Sur le groupe méme des caractéres qui sont transmis a haute 
fréquence, et que nous appelons par commodité le segment 
—TL—Gal—, l’analyse des croisements révéle Vexistence d’une 
polarité telle que la transmission d’un caractére donné 4 un recom- 
binant est d’autant moins fréquente que ce caractére est situé plus 
loin de TL. Selon les hypothéses énoncées ci-dessus, cette polarité 
pourrait étre de nature purement génétique : défaut d’appariement 
entre les chromosomes d’origine Hfr et F— dans Vhypothése d’un 
transfert total suivi d’élimination [48]; nature incompléte du 
segment chromosomique issu du parent Hfr dans l’hypothése du 
transfert partiel [3]. On peut également concevoir que tous les 
zygotes ne recoivent pas la totalité du segment —TL—Gal—, mais 
des fragments plus ou moins longs de ce segment. Dans ce cas, 
la polarité observée pourrait é¢tre surtout le reflet d’une polarité 
de transfert. 

Nous reviendrons plus loin sur la nature de cette polarilé. Tl 
convient de noter que, si elle rend difficile Vinterprétation des 
résultats des croisements en termes de distances généliques vraies 
entre les caractéres étudiés, elle n’empéche pas 1|’établissement 
d’une carte du segment —TL—Gal— en unités arbitraires (fig. 1). 
Parmi les caractéres situés sur le segment —TL—Gal—, mais 


336 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


qui n’ont pas été inclus sur cette carte, figurent des caracteres 
qui gouvernent la résistance au phage T6 [4], la biosynthése de 
la proline [49], l’utilisation de Varabinose {48}, etc. Egalement 
situé sur le segment —TL—Gal—, mais au-dela de Gal par 
rapport a TL, se trouve le site spécifique du prophage 4. 

Transfert partiel et fréquence de la conjugaison. — Dans l’iné- 
gale transmission des caractéres génétiques des bactéries Hfir aux 
recombinants, il importe de distinguer la part qui peut revenir au 
transfert de ces caractéres des bactéries Hfr aux zygotes. C’est 
ce que permet l’induction zygolique. 

Nous avons été amenés a conclure que chaque fois qu’un pro- 
phage inductible est transféré d’une bactérie Hfr lysogéne a une 
hactérie F— non lysogéne, le développement du prophage a pour 
conséquence la destruction du zygote [6]. Le taux d’induction 
zygotique constitue done une mesure de la fréquence de transfert 
d’un prophage inductible. Dans un croisement entre bactéries 
Hfr(a)+ et F-(4)-, le taux d’induction zygotique dépasse 
50 p. 100 des bactéries Hfr mises en jeu. Dans le méme croise- 
ment, la fréquence des recombinants T+L+Sr est 4 peu prés deux 
fois moindre que dans un croisement témoin Hfr(a)+ x F-(A)+ 
alors que celle des recombinants Gal+St est réduite dans des 
proportions beaucoup plus grandes. 

Ces faits indiquent que chaque zygote n’a pas recu le segment 
—TL—Gal—i dans sa totalité (car le croisement aurait été 
stérile) et que le transfert de ce segment est non seulement partiel, 
mais orienté. En effet, la destruction de plus de la moitié de tous 
les zygotes possibles réduisant d’autant le nombre des recombi- 
nants T+L+S", on peut en conclure que la quasi-totalité des Hfr 
mis en jeu dans le croisement ont effectivement participé a la 
conjugaison et transféré aux bactéries F— un segment chromoso- 
mique comprenant les caractéres TL. Un peu plus de la moitié 
des zygotes formés ont requ un segment —TL—Gal—i— et ont 
été détruits. L’autre moitié, qui a recu un segment plus court, 
a survécu. Les différences que l’on peut constater dans la consti- 
tution génétique des recombinants T+L+Sr formés dans les croi- 
sements oti l’induction zygotique se produit et dans ceux ov elle 
n’a pas lieu ulustrent a la fois la polarité du transfert et ’hétéro- 
généité des segments chromosomiques transférés des bactéries 
HfrH aux bactéries F—-. 


x 
x * 


L’ensemble des résultats rapportés dans ce travail est done 
compatible avec une interprétation du processus de conjugaison 
chez E. coli K12 qui serait la suivante. Lorsque les bactéries Hfr 
sont mélangées a un excés de bactéries F—, la quasi-totalité des 
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bactéries Hfr participe a la conjugaison. Du matériel génétique 
est alors transféré des bactéries Hfr aux bactéries F—. Ce transfert 
est partiel, car certains caractéres généliques ne sont jamais trans- 
férés 4 haute fréquence. Pour le groupe de caractéres génétiques 
des bactéries Hfr qui peuvent étre transférés a haute fréquence, 
le transfert est orienté, certains caractéres de ce groupe étant 
moins souvent transférés que d’autres. Il convient de noter ici 
que cette hypothése d’un transfert orienté est tout entiére basée 
sur linterprétation qui nous semble la plus plausible du phéno- 
méne d’induction zygotique. Une hypothése faisant appel a un 
défaut d’appariement des éléments chromosomiques présents dans 
le zygote [18] rendrait également compte des résultats observés, 
a la condition que Vinduction zygotique d’un prophage présent 
dans le zygote soit la conséquence de l’appariement du segment 
chromosomique portant ce prophage avec le segment homologue 
du chromosome de la bactérie F— réceptrice. Le transfert partiel 
est confirmé par les effets sur la recombinaison de linduction 
zygolique d’autres prophages inductibles [22]. Enfin, un autre 
type d’expérience [40], qui fera l’objet d’un mémoire ulérieur [23], 
semble apporter une démonstration indépendante d’un transfert 
orienté du matériel génétique au cours de la conjugaison. 


RESUME. 


1° Dans un croisement entre bactéries HfrH et bactéries F-, 
seul un groupe de caractéres génétiques peut étre transmis a haute 
fréquence a des recombinants. Ces caractéres peuvent étre dis- 
posés suivant un ordre linéaire, définissant ainsi un segment 
chromosomique, le segment —TL—Gal,—. 

2° Le prophage 4 est localisé sur ce segment, au-dela de Gal, 
par rapport aux caractéres TL. 

3° Il existe, le long du segment —TL—Gal—, une polarité 
génétique telle que la transmission d’un caractére donné du type 
Hfr parental A un recombinant est d’autant plus fréquente que 
ce caractére est situé plus pres des caractéres TL. 

4° Cette polarité est particulicrement manifeste dans les croi- 
sements entre bactéries HfrH lysogénes et bactéries F— non lyso- 
génes, ot l’induction zygotique réalise une sélection parmi les 
recombinants qui peuvent étre formés. 

5° Si lon fait l’hypothése que le prophage i, transféré par 
conjugaison de bactérie HfrH lysogéne a bactérie F— non lyso- 
géne, est immédiatement induit, il apparait que la polarité géné- 
tique observée dans les croisements HfrH x F— est surtout ta 
conséquence d’une polarilé de transfert du segment chromoso- 
mique —TL—Gal,—. 

6° Ces expériences permettent également de conclure que, dans 
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les croisements entre bactéries HfrH minoritaires et bactéries F— 
majoritaires, la conjugaison intéresse pratiquement la totalité des 
bactéries Hfrll mises en jeu. 


SUMMARY 


ON THE PROCESSES OF CONJUGATION AND RECOMBINATION IN E. colt. 


Il. -— CHROMOSOMAL LOCATION OF PROPHAGE A 
AND GENETIC CONSEQUENCES OF ZYGOTIC INDUCTION. 


1° In crosses between HfrH and F— bacteria, only a group 
of genetic characters can be transmitted at high frequency lo 
recombinants. These characters may be linearly ordered, thus 
defining a chromosomal segment —ITL—Gal,—. 

2° Prophage 2% is located on this segment beyond Gal). 

° There exists, along the —-TL—Gal,— segment a _ genetic 
polarity such that transmission of any character from the Hfr 
parent to a recombinant is the more frequent the closer to TL 
the character is. 

4° ‘This polarity is particularly noticeable in crosses between 
lysogenic HfrH and non lysogenic F— where zygotic induction 
results in a selection among the recombinants which may be 
formed. 

5° If one assumes that prophage 2, when transferred upon 
conjugation from a lysogenic HfrH to a non lysogenic F-, is 
immediately induced, it appears that the genetic polarity observed 
in HfrH x I~ crosses is mainly the consequence of a polarity 
of transfer of the —TL—Gal,— segment. 

6° It may also be concluded that, in crosses involving a mino- 
rity of HfrH and a majority of n= practically all the HirH bac- 
teria do conjugate with F— cells. 
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RECHERCHES SUR LE ROLE DES CATIONS 
DANS LA FIXATION 
DES BACTERIOPHAGES SUR LES BACTERIES SENSIBLES 


il. — ETUDE PHYSICO-CHIMIQUE (”). 


par J. DIRKX, J. BEUMER et M. P. BEUMER-JOCHMANS (**) 


(Institut Pasteur de Bruxelles) 


APPLICATIONS DE LA THEORIE DE VERWEY ET OVERBEEK AU SYSTEME 
PHAGE-BACTERIE. — Tout d’abord, le phage et la bactérie étant 
entourés d’une double couche électrique, nous admettons que cette 
double couche est du type proposé par Stern [42], modéle qui 
semble plus proche de la réalité, surtout dans les solutions rela- 
tivement concentrées (supérieures a 10—-* M) que le modeéle de 
Gouy. En choisissant le modéle de Stern, nous admettons, de 
plus, Videntité du potentie] WS de Stern avec le potentiel ¢ de 
i’électrophorese. Cette assimilation n’est pas exacte au sens strict, 
mais elle introduit une erreur certainement minime, ces deux 
potentiels étant trés voisins l’un de l’autre. L’adoption du modéle 
de Stern (avec Vapproximation W§ = ¢) présente, par contre, 
l’énorme avantage de tenir compte du réle des ions dans l’abais- 
sement du potentiel. En effet, la formule (9) fait intervenir le 
rdle des ions dans la répulsion par le facteur x luicméme propor- 
tionnel 4 la racine carrée de la force ionique ; la force ionique 
influe done assez peu sur le potentiel de répulsion, d’autre part, 
a force ionique égale, la formule (9) ne tient pas compte de la 
grande différence des potentiels en présence d’ions bivalents par 
comparaison avec les potentiels en présence d’ions monovalents, 
le potentiel W, de la formule (9) étant en effet indépendant des 
conditions ioniques. Il y a done tout avantage a employer le 
modéle de Stern. Verwey et Overbeek (p. 131), bien que, d’une 
maniére générale, ils n’utilisent pas le modéle de Stern, admettent 
cependant que son application conduit 4 des résultats plus exacts. 

D’autre part, il a été nécessaire d’établir une formule identique 


(*) La premiére partie de ce mémoire a paru dans les Ann. Inst. 
Pasteur, 1957, 93, 168. 
(**) Manuscrit recu le 10 mars 1957. 
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i la formule (9) pour des particules de tailles dissemblables. 
Nous avons pu montrer (voir Appendice) que pour deux par- 
ticules de rayons a, et a,, le terme a de l’expression (9) devient : 


) 
2 ay. ay (11) 


Bee Be 


Expression qui redonne a pour a, = ay. 
La formule (11) peut encore étre mise sous la forme : 
ve 
ee aes (12) 
ie a,/a, 
On voit immédiatement que si a, >) a, le terme a,/a, peut 
etre négligé devant 1 et que l’expression (12) se raméne a 2 ay. 
Cette approximation peut étre utilisée pleinement dans le systéme 
phage-bactérie, le rapport a,/a, vaut 17/800 ou encore 0,0222. 
L’approximation est done valable 4 2 p. 100 prés. D’aprés ces 

considérations, la formule (9) devient : 


Vy = 2.8,.0,.t, Lb = e= % Me) (13) 

et la formule (10) : 
= aALA yi 7 
Wa = eal me (14) 


ou a, est le rayon équivalent du phage, t, le potentiel ¢ des bac- 
téries et €, celui du phage. 

‘Les formules (13) et (14) ont servi a calculer les courbes des 
énergies d’interaction entre le phage et la bactérie, grace aux 
potentiels ¢ déterminés expérimentalement. Pour la valeur de la 
constante de London-Van der Waals, Verwey et Overbeek 
adoptent généralement la valeur de 2.10—'? erg. Cette valeur est 
assez élevée, mais il ne faut pas oublier que ces auteurs font tous 
leurs calculs 4 partir du potentiel W, ce qui leur donne une 
énergie de répulsion nécessairement un peu trop élevée comme 
nous l’avons vu. Ils doivent donc, pour rendre compte des faits 
expérimentaux, prendre pour la constante d’attraction une valeur 
trop élevée, elle aussi. Le choix du modeéle de la double couche 
de Stern nous permet de prendre pour cette constante d’attraction 
une valeur plus plausible. Il ne faut pas non plus perdre de vue 
que, dans le cas de particules rigides, les atomes superficiels 
n’ont certainement pas la méme mobilité que les atomes gazeux 
et que, pour des particules relativement grosses, cette rigidité 
doit probablement quelque peu contrecarrer l’effet des force 
d’attraction. 
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Nous avons admis la valeur de 5.10—** erg pour Ja constante 
de London-Van der Waals. Cette valeur est en bonne concordance 
avec celle de 6.10—% calculée par Verwey et Overbeek pour les 
molécules d’eau en utilisant la formule établie théoriquement par 
Slater et Kirkwood [43]. 


RESULTATS ET DISCUSSION. 


Les courbes d’énergie d’interaction entre le phage et les 
différentes bactéries ont done été établies en fonction de la dis- 
tance entre le phage et la bactérie pour différentes conditions 
ioniques (fig. 3 et 4). L’énergie de répulsion a été comptée posi- 
tivement sur ces graphiques et l’énergie d’attraction négative- 
ment. On voit que certaines de ces courbes présentent pour les 
cermes R un maximum d’énergie de répulsion. I] est évident que, 
dans ce cas, pour que le phage puisse atteindre la surface bacté- 
rienne, il doit posséder une énergie propre lui permettant de sur- 
monter cette barriére de potentiel. Pour cette raison, i est 
commode d’exprimer la valeur de ce maximum en multiples du 
produit kT, l’énergie thermique moyenne d’une particule s’expri- 
mant par Ja valeur de 3/2 kT. 

Remarquons immédiatement qu’il ne suffit pas que la barriére 
de polentiel soit supérieure a 3/2 kT pour que les particules 
restent éloignées d’une de l’autre. En effet, si l’on admet pour 
les particules une distribution des énergies du type Maxwell- 
Boltzmann, on peut calculer qu’environ 38 p. 100 des molécules 
ont une énergie supérieure a 3/2 kT. La barriére de potentiel doit 
done se situer 4 un niveau sensiblement supérieur pour empécher 
les particule de venir en contact. Verwey et Overbeek situent ce 
niveau de « protection » a 10 kT, la fraction des molécules dont 
Pénergie est supérieure 4 ce niveau élant, en effet, parfaitement 
négligeable. On voit sur la figure 3 (courbe 1a) que, pour une 
concentration en ions Nat de 8.10-* M, les bactéries R_preé- 
sentent une énergie de répulsion pour le phage dont Je niveau 
se situe 4 12 kT. Il est done normal, dans ces conditions, de 
n’oberver aucune fixation, ce qui est effectivement le cas. Pour 
le F6S, au contraire (courbe 1 b), il n’existe dans ce cas aucune 
répulsion et pourtant la fixation n’a pas lieu. Disons tout de suite 
que la fixation du phage H-SHPB(Ca) sur F6S semble, dans tous 
les cas étudiés, ne pas suivre la théorie de Verwey et Overbeek. 
Nous reviendrons ultérieurement sur ce point. Pour la courbe 2 a, 
la barriée de potentiel se trouve a un niveau plus bas et est située 
: oe valeur de 8,5 kT pour la concentration cationique de 
2.10 M en sodium. On peut donc, et l’expérience le confirme, 
s’attendre a une certaine fixation, relativement faible évidemment 
s1 lon veut bien se rappeler que, pour la distribution de 


CATIONS ET BACTERIOPHAGES 343 


Boltzman, 0,06 p. 100 environ des particules ont une énergie 
superieure a 8,5 kT. Rappelons que nous avons montré précé- 
demment [4] que c’est précisément a la concentration de 2.10—2 M 
en ions monovalents que débute Ja fixation. Les courbes 3a et 3 b 
montrent Vabolition compléte du potentiel de répulsion pour tous 
les germes a la cencentration de 8.10—? M en ions Na+ et, dans 
ces conditions, l’attraction prédomine fortement. Malgré ces 


Fie. 3. — Energie dinteraction entre le phage H-SHPB(Ca) et les  souches 
sensibles pour différentes concentrations en ions monovalenlts. 
En abscisse : distance entre phage et bactérie en angstréms. En ordonnée : énergie 
d’interaction exprimée en multiples du produit kT. L’énergie de répulsion est 
comptée positivement et i’énergie d’attraction négativement. Les trails pleins 
correspondent aux bactéries R, les traits interrompus a la souche F6S. Les 
courbes 1, et 1, correspondent & une concentration en ions Na+ de 8.10—*% M ; 
les courbes 2, et 2, a la concentration de 2.10—2M et les courbes 3, et 3, 
a 8.10—2 M. 


conditions, la fixation ne se fait plus sur les germes Ri; nous 
sommes, en effet, dans une zone d’inhibition de la fixation due 
a une trop forte concentration en ions. Remarquons toutefois 
que dans ce cas, la fixation débute sur le F6S. Des résultats simi- 
laires sont obtenus avec les ions bivalents (fig. 4). On voit que 
pour les germes R, a la concentration ionique de 4.10—-* M en 
calcium, la fixation n’a pas lieu, bien que l’énergie de répulsion 
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n’ait son maximum qu’a la valeur relativement faible de 3 KT, 
énergie théoriquement dépassée par environ 11,3 p. 100 des par- 
ticules. Il faut toutefois considérer que ce n’est pas seulement la 
hauteur de l’énergie de répulsion qui est déterminante, mais 
encore l’étendue de la zone de répulsion qui, dans le cas présent, 
s’étend sur plus de 100 A a un niveau presque constant. Si, dans 


Fic. 4. — Energie d’interaclion entre le phage H-SHPB(Ca) et les souches 
sensibles pour différentes concentrations en ions bivalents. 
Les coordonnées sont identiques a celles de la figure 3. Les courbes 1, et 1, 


correspondent 4 une concentration en ions Ca++ de 4.10-4+M; les _ courbes 


2, et 2) a la concentration de 2.10—?M et la courbe 3 4 4.10—2M. Dans ce 


dernier cas, les courbes correspondant aux souches R et S sont pratiquement 
confondues et ne peuvent étre dessinées séparément sur le méme graphique. 


ce cas, nous considérons la concentration du phage autour de la 

bactérie comme obéissant au théoréme de Boltzmann (distribu- 

tion en densité de molécules dans un champ de force), on peut 
i} 


calculer que le nombre de phages, disons, a 50 A de la bactérie, 
doit étre quelque cent mille fois plus faible, dans les conditions 


de la courbe 1a (fig. 4) qu’a la distance de 150 A. Il est clair 
que, dans ce cas, on ne doit pas s’attendre a observer de fixation. 
Les courbe 24a et 3 (fig. 4) montrent l’abolition progressive de la 
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barriére de potentiel, & des concentrations ioniques croissantes, 
pour les germes R, avec les taux de fixation croissants qui en 
résultent. 

Des caleuls et des courbes similaires permettent de rendre 
compte des phénoménes observés en bouillon [44]. Mis a part le 
cas du bouillon non dilué ott les concentrations des différents ions 
sont suffisamment élevées pour créer une inhibition de fixation 
pour les germes R, inhibition que la présente théorie ne permet 
pas d’expliquer, il apparait, pour le bouillon dilué au 1/5 une 
barriére d’énergie de répulsion s’étendant sur 20 A et dont le 
maximum se situe & 6 kT, et, pour le bouillon dilué au 1/20 une 


barriére de 50 A de long et de 16 kT de haut. Dans le premier 
cas (bouillon 1/5), la barriére est insuffisante a prévenir la fixa- 
tion, ainsi que l’expérience le confirme, tandis que, dans le 
deuxiéme cas (bouillon 1/20), il est clair qu’aucune fixation ne 
peut avoir heu, ce que lexpérience confirme également. Ici 
encore, le comportement des germes S semble ne pas obéir a la 
théorie, puisque, a aucun moment, il n’apparait de répulsion et 
que, néanmoins, la fixation a heu surtout dans le bouillon non 
dilué. 

En conclusion, la théorie de Verwey et Overbeek, appliquée au 
systéme phage-bactérie, rend parfaitement compte de l’absence de 
fixation sur les germes R dans les milieux de faible force ionique. 
La valeur des maxima d’énergie de répulsion, établie d’aprés les 
données expérimentales de 1|’électrophorése, concorde bien avec 
les résultats expérimentaux de fixation. Toutefois, cette théorie 
n’explique pas le comportement du F6S qui, d’aprés les courbes 
des figures 8 et 4, devrait fixer le phage a toutes les concentra- 
tions étudiées. Elle ne permet pas non plus de rendre compte 
de l’effet inhibiteur que de fortes concentrations loniques exercent 
sur la fixation. 

‘Considérons avec plus diattention le cas du F6S qui parait 
echapper a la théorie générale de stabilité des colloides. 

I] serait évidemment absurde d’imaginer que le systeme des 
forces agissant entre le phage H-SHPB(Ca) et le F6S est de 
nature totalement différente de celui applicable aux germes R. 
Il n’est pas plus facile d’admettre que les hypothéses que nous 
avons adoptées pour un ensemble phage-bactérie tout 4 fait quel- 
conque cessent d’étre valables pour une bactérie du type S. I 
devient dés lors évident que, si nos hypothéses sont admissibles, 
les énergies d’interaction calculées pour le phage et le F6S pré- 
sentent le méme degré d’exactitude que celles calculées pour Jes 
germes R. Comment comprendre alors la nature du phénoméne 
dans le cas du F6S ? 

Si nous considérons les courbes 3 des figures 3 et 4, nous 


Annales de UInstitut Pasteur, 93, n° 3, 1957. 23 


346 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


voyons que le phage ne se fixe sur le F6S que dans des condi- 
tions ioniques telles que attraction l’emporte fortement sur la 
répulsion {soit (Nat) = 8.10—-?M et (Catt) = 4.10 Mi pear 
nimporte quelle valeur de la distance entre le phage et la bac- 
térie. Dans ce cas (attraction prédominante a n’importe quelle 
distance) et dans ce cas seulement on remarque que la fixation 
a lieu. Ce qui signifie, en d’autres termes, que le phage doit étre 
littéralement poussé contre la bactérie. Cette considération sug- 
gere évidemment Vimage d’une résistance a vaincre, résistance 
dont l’origine ne serait plus électrique cette fois, puisqu’il en 
a déja été tenu compte, mais, par exemple, mécanique. Or, on 
sait que les antigénes responsables du caractére 5S sont supertfi- 
ciels et localisés a Ja surface externe de la bactérie. Comme, 
par ailleurs, le phage se fixe sur les bactéries R, les antigénes S 
ne sont pas indispensables a la fixation sur le F6S. I n’est done 
pas impossible que, dans le cas présent, ce soient ces antigénes S 
qui réalisent la barriére mécanique qui parait exister autour du 
P6S. 

Signalons, 4 ce propos, que la fixation du phage H-SHPB(Ca) 
sur la souche F6S en maléate de Na différe de celle de ce phage 
sur les souches SHPB, F6R et Y6R, en ce que le phage fixé 
sur F6S demeure neutralisable par le sérum anti-H-SHPB(Ca), 
quelle que soit la concentration en Nat, tandis que dans le cas 
des autres souches, le phage fixé, comme il est classique, échappe 
a celte neutralisauon. En maléate de Ca, par contre, le phage 
fixé sur F6S échappe a la neutralisation par le sérum anti-phage, 
comme celui fixé sur les autres souches. Cette différence de 
comportement, dont nous ignorons encore l’explication, a déja 
été observée en bouillon et signalée dans une publication pré- 
cédente [44]. 

I] nous faut aussi considérer l’effet inhibiteur mis en évidence 
expérimentalement pour les fortes concentrations ioniques. La 
ihéorie de Verwey et Overbeek, telle que nous l’avons employée, 
est incapable de rendre compte d’un tel effet puisque, d’aprés 
elle, aux fortes concentrations loniques l’attraction prédomine 
toujours. Rendre compte de |’inhibition aux fortes concentrations 
reviendrait done a introduire dans la théorie un facteur de répul- 
sion nouveau, néghgeable aux faibles concentrations et appré- 
clable aux fortes. Il est évident qu'il sort du cadre du présent 
travail de présenter une théorie de la répulsion aux fortes 
concentrations mais, en nous basant sur nos résultats expéri- 
mentaux, nous pouvons peut-ctre tenter une premiére approche 
du phénoméne. Nous avons calculé au tableau VI (voir numéro 
d’aott, p. 179) la concentration des ions, exprimée en unités de 
charge, dans le plan ¢ des surfaces bactériennes. Si l’on tient 
comple du fait que chaque ion posséde un rayon de non-pénétra- 
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bilité, on peut, & partir des données du tableau VI, caleuler quelle 
est la fraction de la surface bactérienne occupée par les ions et 
mettre en regard de ces valeurs les taux de fixation du phage dans 
les mémes conditions. Les calculs sont résumés au tableau VII. 
‘ eA S oe 
Nous avons admis la valeur de 2,56 A pour le rayon de Vion 


- At rade ° ea . 
sodium et de 3,72 A pour Vion calcium. 


TaBLEAu VII. 


Surface occupee parles ions dansle plan? pour 


différentes conditions jioniques. 


% de lasurfacel Taux 
Conditions ioniques. bactérienne de 
occupée ptlesion{ fixation % 


FoR 
SH PB(R) 
YoR 


Si l’on considére ce tableau, sans vouloir, bien entendu, étabhir 
une relation absolue entre les taux de fixation et la portion de 
surface occupée par les ions, on voit néanmoins que Vinhibition 
a lieu pour une fraction de la surface bactérienne occupée par 
les ions de l’ordre de 10 a 12 p. 100. 

Admettons, jusqu’a plus ample informé, que Vinhibition com- 
mence a cette valeur pour les germes R; on voit immédiatement 
que ce seuil n’est pas atteint dans le cas de Vion calcium et on 
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comprend mieux, dés lors, pourquoi la tolérance a Vion calcium 
est plus grande pour tous les germes étudiés. On comprend aussi 
la plus grande tolérance du F6S aux ions monovalents, la surface 
occupée par les ions a la périphérie du F6S étant constamment 
plus faible que pour les germes R, étant donné le plus faible 
potentiel du F6S. Bien entendu, si ces considérations apportent 
quelque lumiére sur les faits expérimentaux, il n’en reste pas 
moins vrai que la nature méme de V’inhibition n’est pas éclaircie 
et, nous l’avons dit, nous ne nous proposons pas de le faire. On 
peut toutefois assez logiquement admettre, semble-+t-il, que, pour 
que l’attachement du phage a la bactérie ait lieu, les cations, 
apres avoir permis par leur présence l’approche suffisante du 
phage, doivent étre finalement éliminés des surfaces en présence 
pour que l’attachement proprement dit ait leu. On congoit, des 
lors, que pour que cette répulsion d’ions puisse se faire sans trop 
de difficultés, deux facteurs interviendront : le nombre d’ions 
présents, ou, ce qui revient au méme, la surface d’exclusion 
quils occupent, d’une part, et, d’autre part, Pénergie de liaison 
entre ces ions et les surfaces en présence, déterminée principa- 
lement par le potentiel de ces surfaces. Si ce raisonnement est 
exact, le pourcentage de surface occupée par les ions créant 
Vinhibition sera environ deux fois plus fort chez F6S que chez 
ies germes R, puisque, le potentiel de ce F6S étant a peu prés 
la moitié de celui des R, l’énergie de rétention des ions sera éga- 
lement deux fois plus faible. En se basant sur ces considérations, 
et en supposant le potentiel bactérien constant aux différentes 
forces loniques puisque, nous l’avons vu, il varie assez peu, on 
en arrive a calculer que les cations monovalents exerceront une 
action inhibitrice sur le F6S au voisinage de la concentration 4 M, 
ce que l’expérience semble confirmer (53 p. 100 de fixation) et 
a la concentration 1M pour les bivalents. Ce dernier point n’a 
pu étre vérifié expérimentalement, & cause de précipités qui appa- 
raissent, de la floculation des suspensions de germes et de !a 
mauvaise conservation du phage dans ces conditions. 

De toute maniére, bien que ces considérations soient surtout 
théoriques, elles nous semblent pouvoir servir de base a un travail 
plus poussé et nous avons pensé qu’il était peut-étre intéressant 
de les formuler de maniére un peu détaillée. 

I] est certain que l’inhibition demanderait a elle seule une étude 
détaillée, qui pourrait é@tre basée sur la mécanique des états 
condensés considérés par Kirkwood et Hill [9, 40, 45]. 

Enfin, insistons sur le fait que la présente théorie ne vise évi- 
demment pas a rendre compte de la spécificité de l’attachement du 
phage sur son hote bactérien. Ce dernier probléme reléve davan- 
tage de l'étude des configurations moléculaires spécifiques des 
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surfaces en présence et nous possédons, a lheure présente, trop 
peu d’informations a ce sujet. 

En conclusion, il parait établi que la fixation du phage sur la 
bactérie ne résulte pas de la neutralisation pure et simple des 
charges négatives par les ions, mais qu’il s’agit en réalité d’un 
phénoméne un peu plus complexe, ot intervient surtout |’énergie 
d’interaction entre des particules porteuses d’une double couche 
ionique. Vu sous cet angle, le probléme est évidemment complexe, 
mais la théorie semble bien rendre compte des faits expérimen- 
taux observés sur les germes R. Le comportement du F6S et 
l’effet inhibiteur des fortes concentrations exigeraient que la théorie 
soit complétée en tenant compte notamment des autres types de 
répulsion susceptibles d’exister a la surface des bactéries. 


RESUME. 


Le probleme de la fixation du phage H-SPHB(Ca) sur diffé- 
rents germes sensibles, dans différentes conditions ioniques, a été 
envisagé comme un probleme de stabilité de colloides au moyen 
de la théorie de Verwey et Overbeek modifiée pour rendre son 
application possible au présent cas. 

La théorie permet de rendre compte du comportement des 
germes R aux concentrations trop faibles pour que la fixation ait 
heu asi qu’aux concentrations optima. 

Le comportement du F6S et V’effet inhibiteur des fortes concen- 
trations sur les germes R exigent Vintroduction d’hypothéses 
supplémentaires qui demandent une vérification expérimentale. 


SUMMARY 


INVESTIGATIONS ON THE ROLE OF CATIONS IN PHAGE 
ADSORPTION ON SENSITIVE BACTERIA. 


lip Paystco-cHemickn, srupy: 


The fixation of the H-phage on some sensitive bacteria for 
various ionic conditions has been related to the colloids stability 
theory of Verwey and Overbeek somewhat modified to take into 
account the differences in shape and charge between phage and 
bacteria. 

This theory gives a good concordance with experiments at too 
low and optimal concentrations for the R-types. 

The particularities observed for the F6S strain on one hand, 
the inhibitory effect of ions at high concentrations on the other, 
may be, in some way, explained by introducing supplementary 
hypotheses to be experimentally verified. 
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APPENDICE 


Sur la valeur du terme a de l’équation (9) pour des particules 
de rayons différents. 


Considérons, 4 proximité lune de l’autre, deux parlicules de 
rayons a, et a, (fig.). Appelons H, la plus courte distance entre 
ces particules, soit AB sur la figure et H une distance quelconque, 
soit EF, 
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L’énergie de répulsion est donnée par l’équation : 
foe) 
Pe 2xh.2(fm—f ,) dh (Verwey et Overbeek, p. 138). 
oO 


Le probléme consiste & exprimer le terme 2hdh en fonction 
de H et des rayons a, et a,. 

Nous avons : 

H — Ho=ED+ CF 
avec : 
ED = a, — at? — h? et CF =a,— ya? — h? 
d’otr : 
H — Ho = + a — Va? —h? — Jag? — b?. 


Nous pouvons alors faire la suite de transformations suivantes : 


(H — Hp) — (ay + a9) = — ( Va,? — bh? + Vag? — h?) 
(H — Ho)? — 2 (H — Ho) (a + ag) + (8 + a9)? = 
a,? + a? — 2h? + 2 Ja,2— h? Vag? — h? 
(H — Hy)? — 2 (H — Hp) (a; + a9) + 2aja9=2 VJay?—h? \/a,? — h® — 2h” 


et en différentiant : 


eee SOO, 
(H — Hy) dH — (a, + as) dit =— 2hdh — wie hdh — eas hdh 
Va? — h? Vag? — h2 
qui donne : 
lag? — h2 fa,2 —h2 
fa? —h? + /a,2 — hb?) dH = 2hdh + Y 2 hdb — Yt hhdh 
(\a,2 —h? + Va,? — h?) Ja? — h? «/o2 == he 


Et, en faisant la méme aproximation que Verwey et Overbeek, 
A savoir : 


on obtient : 


2 
(a, + a.) dH = 2hdh (1 ab ks = 


2a 
_ (a + ao? 
et 
28,49 
2hdh = ———- dH. 
g a + ag 


De sorte que l’expression de l’énergie de répulsion devient : 


Vea4in fa —f, du 
4 . 
R 47. ; , ( A 9) 


MISE EN EVIDENCE DE PROLYSINES ENDOGENES 
DANS LES BACTERIOPHAGES 


par Jacques PANIJEL et Joseph HUPPERT (*) 


(Institut Pasteur) 


Nous avons montré dans une série de publications anté- 
rieures [3, 5] que toute synthése de bactériophages s’accompagne 
de la production précoce et de la libération dans le milieu de 
culture de substances particuliéres, groupées sous la dénomi- 
nation de « prolysines ». Ces prolysines, indépendantes des 
phages proprement dits, peuvent en étre séparées par divers 
procédés (centrifugation & grande vitesse, ultrafiltration, etc.) et 
se comportent done comme des prolysines exogénes. Les expé- 
riences que nous rapportons ici tendent a prouver qu il existe 
également, au sein des structures phagiques elles-mémes, des pro- 
lysines d’ailleurs non nécessairement identiques aux précédentes. 
Le principe de ces expériences consiste & soumeltre des prépa- 
rations de phage purifiées, débarrassées de [activité prolysine 
des lysats, a divers agents physiques — notamment a divers pro- 
cédés de dissociation — et a vérifier si ces traitements n’ont pas 
eu pour effet de lbérer dans le milieu une certaine quantité de 
prolysine : celle-ci, faisant partie intégrante des bactériophages, 
pourrait ainsi étre considérée comme une prolysine endogéne. 


I. — Matérie, et MetHopes. 


1° Phages. — Nous avons utilisé les phages Tl, T2r et T4r, 
actifs sur E. coli B, et le phage D4, actif sur S. enteritidis. Les 
phages de la série T ont été concentrés, soit par précipitation 
acide (Herriott et Barlow [2}), soit par extraction a partir des 
plages confluentes obltenues .par étalement sur boites de Petri ou 
sur flacons de Roux. La purification est -effectuée par plusieurs 
centrifugations différentielles, accompagnées éventuellement de 
iraitements des suspensions par la désoxyribonucléase (1,5 pg/ml) 
ct la trypsine (1,5 pg/ml), Le phage D4, aimablement mis a notre 
disposition par M. Barbu que nous tenons a remercier ici, a été 
préparé et purifié selon une technique décrite antérieurement ri 


(*) Manuscrit recu le 2 avril 1957. 
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_Le milieu de suspension utilisé au cours de toutes ces opéra- 
lions de purification est le milieu Ringer, pH 6,8 a 7, complété 
en Mg (10M) dans le cas du phage Tl, particuli¢rement 
instable en milieu synthétique. 

Dans ces conditions, nous avons disposé des préparations sui- 
vantes : 
Titre pour (Eye get es Lal LO 

q i 


2) Tl: 3.10" phages/ml Titse pour (Be, .oeeel jes 4 


b) Ter: 2,7.10” phages/ml ‘litre pour (Ey ,..0= 1): S10e. 


Ditre, pour (Egon eee. aloe 
( ) Titre*pour (Esc Diese 10" 
i 4 


c) T2r : 9.10" phages/ml Titre pour (Esse lose. 


Titee pourst(® 5.2 Les el0? 
Titre pour (Ea, = Lieto 10" 


d) T4r : 1,4.10" phages/ml | 
: Se eh Pitre pour (Ey. = Dt. 8. 10! 
e) Tar :1,5.10” phages/ml ] Te pour (Ee sgt) toa lO™ 
heat js litrespour (Bet) eek 

[) D4 : 6.10" phages/ml Titre pour (Epo = 1) 26210" 

On voit que ces différentes préparations sont de pureté variable. 
Si lon se rapporte aux chiffres donnés par les auteurs (1), on 
peut considérer que les préparations a), b) et f) présentent un 
degré de pureté trés satisfaisant : les quantités d’ADN (2) pré- 
sentes sont voisines de celles indiquées dans la littérature : 40 ug 
pour 10" T2r, 7 pg pour 10" T1, 6 ug pour 10” D4. Par contre, 
les préparations c), d) et e) sont nettement moins pures que les 
précédentes. Elles nous ont surtout servi comme préparations de 
comparaison au cours des expériences. 

2° Les numérations de phages ont été effectuées par la méthode 
de Gratia. Les résultats pour chaque point expérimental repré- 
sentent la moyenne de deux ou trois numérations selon les cas : 
Verreur expérimentale est inférieure & + 15 p. 100. 

3° Les mesures de densité optique en U. V. ont été effectuées 
a Vaide du spectrophotométre de Jobin et Yvon. 

4° Les mesures de viscosité ont été effectuées dans un appa- 
reil de type Couette A un gradient de vitesse de 15,3 sec.—, les 
concentrations en ADN (2) étant toujours inférieures a 40 pg/ml. 
Il est possible, dans certaines conditions, d’apprécier la quantité 


(1) Selon Labaw on aurait 48 pg pour 104% T2r et 21 ug pour 
104 T1 [4]. Selon Herriott et Barlow [2] on aurait 30 yg pour 10% T2r+ 
43 pg selon Labaw). 

(2) ADN : acide désoxyribonucléique. 
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d’ADN libre présente dans les milieux de suspension d’aprés leur 
viscosité. La valeur ainsi trouvée peut d’ailleurs étre confirmée 
par la mesure de la densité optique & 260 mp des suspensions 
apres élimination des phages intacts et des débris par centrifu- 
gation a grande vitesse (25 000 g pendant quarante-cing minutes 
pour T2r, T4r et D4; 25000 g pendant cent vingt minutes 
pour T1). 

5° Les mesures d’activité de la prolysine ont élé effectuées par 
ia méthode de lyse de la poudre acétonique de bactéries (trente- 
cing minutes & 37°) déja décrite antérieurement {5] et sont expri- 
mées, par souci de commodité, en prenant pour unité la lyse 
produite par la prolysine endogéne lbérée par 10° phages T2r. 


IL, == IMSS. 


1° Acrion DE LA CHALEUR. — a) Lorsqu’on chauffe les prépa- 
rations de phages de la série T a des températures variant de 
37° € 56° (dix minutes en tubes de Kahn), températures pour 
lesquelles le titre en phages reste pratiquement inchangé, +1 
n’apparait aucune activité prolysine dans le milieu. Il n’en appa- 
rait pas davantage si lon chauffe au-dela de 56°. A partir de 
cette température, cependant, le titre en phages commence 
i décroitre : un chauffage de quatre-vingt-dix minutes 4 64° et 
de dix minutes a 75° inactive la quasi-totalité des phages ect 
entraine la libération de 30 4 50 p. 100 de ’ADN présent initia- 
lement : les phages ont done été partiellement dissociés sans 
qu’aucune activité prolysine soit apparue dans le milieu. 

b) Les effets du chauffage sont trés différents dans le cas du 
phage D4. Ainsi, les chauffages successifs d’une méme prépara- 
tion a des températures variant de 37° a 60° pendant dix minutes 
provoquent l’apparition en quantités croissantes de prolysine : 
le maximum d’activité est atteint aux environs de 52°, puis l’acti- 
vité diminue et devient nulle au-dela de 60°. C’est la précisément 
la température, 4 partir de laquelle les phages commencent eux- 
mémes a s’inactiver. Le tableau I, A résume les résultats obtenus 
avec une preparation titrant 4.10" phages/ml (le dosage de pro- 
lysine, élant effectué avec 0,1 ml de suspension, exprime l’acti- 
vité dune préparation contenant 4.10" phages/ml). 

On obtient des résultats du méme ordre lorsqu’on chauffe 
directement les préparations & l'une ou l’autre des températures 
comprises entre 37° et 65°; la libération maxima d’activité 
prolysine s’effectue & 52°, comme l’indiquent les chiffres du 
, tableau I, B. 

Les températures supérieures & 56° inactivent done la pro- 
lysine aussitot que celle-ci est libérée des structures phagiques. 
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Ce résultat est particuli¢rement  significatif puisquil fait appa- 
railre une différence importante entre la prolysine exogéne, inac- 
tivée entre 47°S et 48°, d’une part, et la prolysine endogene, 
ibérée par chauffage et inactivée au-dela de 52°, d’autre part. 


TaBLeau I. 


température wbr.,moyen de phages visecosité & 22° f Activité pro-' 
présents dans le der- (Viscosité du lysine 
nier tube de dilution Ringer : 57) § 


ACTION DE LA CONGELATION. — Nous avons montré ailleurs {6} 
que la congélation constitue un moyen efficace de dissociation 
des structures phagiques ; celle-ci se manifeste par une diminu- 
tion du titre de la préparation (inactivation) et par une augmen- 
tation de la viscosité due a la hbération d@ADN (Vinactivation 
étant généralement supérieure a la libération d’ADN). Or, aussi 
bien pour les phages de la série T que pour D4, la congélation 
a également pour effet de faire apparaitre dans le milieu de 
suspension une activité prolysine. Quelques-uns des résultats 
obtenus se trouvent indiqués dans le tableau II (congélations 
effectuées en tubes de Kahn & parois minces et maintenues pen- 


dant dix minutes ; décongélation a 23°), 


3° AcTION DU CHOC OsMoTIOQUE. — On sait que des phages tels 
que T2r et T4r sont trés Botsibice au choe osmotique ; celui-ci 
a pour effet de dissocier une fraction considérable des phages 
en séparant lADN dune part, les enveloppes protéiques 
(« ghosts ») de lautre. Or, nous avons observé sur nos prépa- 
‘ations que le choc osmotique libérait également dans le milieu 
une activilé prolysine nouvelle. La technique employée est celle 
de Herriott [4] : on dissout 4 37° 64 mg de SO,Na, 10 H,O dans 
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TasLeau II. 


P Température de % c'inac- £ de Activité 
congélation tivation libération prolysine 
d'A.D.N. 


2) Ty? 1,5.10°°/m 


- 30°C. 
= 50°C. 
- 76°C, 
3 cong, a -50°C, 


3) Tor t 2,6.10%/m1 


<0) 25°C. 
- 50°C. 
- 76°C. 


14) tor ¢ 102°/m1 


= 28°C. 
= 55°C: 


5) Tpr trypsinisé 1,1.1029/m1 
ee es 

=- 22°C, 

= 29°C. 

- 40°C, 

-100°C, 


6) T,r : trypsinisé 1,2.109/m1 
Poe Wee ses eee SoS et Sede OEE 
= 25°C, 
= 35°C. 
= 50°C. 
- 76°C, 


0,1 ml d'une suspension contenant environ 10” phages/ml. On 
ajoute alors trés rapidement 2,9 ml d’eau_ bidistillée  stérile ; 
un témoin est effectué avec les mémes quantités de phages et de 
sel, mais l’eau y est ajoutée goutte a goutte. Le choc se produit 
dans le tube d’addition brusque et non dans le témoin d’addition 
lente. Les résultats sont indiqués dans le tableau III. 


4° SEPARATION DE LA PROLYSINE ENDOGENE DES PHAGES. — Apres 
traitement des phages, soit par congélation, soit par choc osmo- 
lique, il est possible de séparer la prolysine endogéne des phages 
intacts ou des enveloppes protéiques en centrifugeant a grande 
vitesse les préparations traitées : quarante-cinq minutes a 
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25000 g pour D4, T2r et T4r, cent vingt minutes a 25000 g 
pour Tl suffisent 4 sédimenter les phages intacts et les débris 
phagiques, notamment les enveloppes protéiques. On retrouve 
alors dans le surnageant de centrifugation ADN libéré et la 
prolysine endogéne. On peut ainsi examiner avec ces surnageants 
influence de la congélation sur la prolysine elle-méme : les 
résultats obtenus confirment que les congélations de dix minutes 
effectuées a des températures inférieures & —50° C inactivent 
sensiblement la prolysine. 


Tasieau III. 


Titre du % d'inactivation de So de libération d!A.D.N.J Activité 
témoin/ml, 1'échantillon choqué de 1l'échantillon choqué prolysine 


5° DIFFERENCIATION DES PROLYSINES. — A. Prolysines endogénes 
et exogénes. — On ne posséde pas, pour les préparations de 
phages, des critéres de pureté aussi complets que pour des virus 
du type des virus végétaux. On est done en droit de se demander 
si les divers procédés que nous avons utilisés n’ont pas pour 
effet de mettre en liberté une prolysine adsorbée au niveau des 
enveloppes phagiques plutot qu'une prolysine faisant partie inté- 
eranle des phages. Il ne pourrait s’agir, dans cette éventualité. 
que de la prolysine exogéne présente dans les lysats et qui se 
serait adsorbée sur les phages au cours des opérations de puri- 
fication. 

Une telle hypothese ne pourrait cependant étre maintenue si 
Yon pouvait différencier clairement cette prolysine exogéne de la 
prolysine obtenue par traitement des phages. Nous avons donc 
étudié les températures de demi-inactivation et d’imaclivation des 
prolysines exogénes et endogéenes pour nos divers phages. 

Les résultats sont exposés dans le tableau IV. 

Ces résultats indiquent bien que les prolysines libérées par 
traitement des phages D4 et T2r sont différentes des prolysines 
exogenes lbérées au cours de l infection des cultures bacté- 
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riennes. On ne peut affirmer qu’il en soit de méme pour T4r 
mais, a la lumié¢re des résultats obtenus avec les deux autres 
phages, on peut admettre comme probable que la_prolysine 
libérée par traitement de T4r, méme si elle est identique a la 
prolysine exogéne correspondante, fait réellement partie des 
structures phagiques. 


TaBLEAu IV. 


Prolysine exogene Prolysine endogéne 


Temp. de demi- f remp. d'inac- Temp. de demi- Yemp, d'inac 
inactivation. tivation. inactivation tivation, 


Dy 10! & 47°,6 lot a 48° Au-dessus de 52° 
T,r loa 48°,5 lo* a 51° 10' & 46° 10! a& 47° 


T° LOU a 45°55 TOV ar AG osu LOS ar45 eo nS 10" a 46°,5 


B. Diversilé des prolysines endogénes de D4, — Nous avons vu 
que, dans le cas du phage D4, il est possible de hbérer la pro- 
lysine endogéne par chauffage & des températures par ailleurs 
insuffisantes pour inactiver les phages. D’autre part, il est éga- 
lement possible de libérer de la prolysine par congélation a des 
lempératures supérieures & — 30°C sans inactiver les phages. 
On peut se demander si les deux traitements libérent Ja méme 
substance. 

TaBLeau V. 


Conditions de Titre/ml % dtinactivationf ¢ d'A.D.N. Prolysine 
traitement libéré libérée 


a/Chauffage: 
10! & 520 


b/Chauffage: 
10! a 60° 


e/Congélation 
10! & -25°C. 50 % du chauffé 
" -35°C, ) 66 p~ " 


85 


-50°C, i 
85 je 


-73°C, 
d/Chauffage: 
10! &°50° du 
congelé -35°C. 9 (66 %) 


Or, i semble bien qu’on doive en réalité considérer que D4 
contient deux prolysines endogénes distinctes. En effet, si l’on 
inactive par chauffage a 56° ou a une température supérieure, la 


PROLYSINES ENDOGENES DES BACTERIOPHAGES 359 


prolysine lbérée a 52°, il est possible d’obtenir par congélation 
de la suspension ainsi chauffée une nouvelle quantité de pro- 
lysine, elle-méme inactivable a 50°. Les résultats d’une de nos 
expériences sont indiqués dans le tableau V. On voit, en compa- 
rant ces chiffres avec ceux du tableau II que, lorsque les suspen- 
sions ont été préalablement chauffées, la congélation ultérieure 
inactive un pourcentage important des phages a des températures 
telles que — 25°C, températures qui, sans chauffage préalable, 
restent sans effet. D’autre part, il apparait que la congélation 
de D4 sans chauffage préalable [tableau If, 1)] libére une quantité 
de prolysine neltement supérieure a celle lbérée par la congéla- 
tion de D4 aprés chauffage (tableau V, c/). Il est possible, dans 
ces conditions, que la congélation soit susceptible de libérer 
simullanément les deux types de prolysine, dont Pune est libé- 
rable par chauffage sans dissociation ni inactivation des phages, 
tandis que l’autre, non libérable par chauffage, ne peut étre 
obtenue que par des traitements inactivant les phages. 


PROTECTION DE LA PROLYSINE ENDOGENE PAR LES STRUCTURES 
PHAGIQUES. — Nous avons montré précédemment que les phages 
de la série T ne libérent pas de prolysine par chauffage. Or, si 
Von chauffe les préparations a des températures supérieures aux 
températures d’inactivation des _ prolysines endogénes  (telles 
quelles ont élé déterminées au § 5 A, ci-dessus) et si on soumcet 
ensuite les phages a la congélation ou au choc osmotique, la 
quantité de prolysine ainsi libérée est la méme qu’en l’absence 
de tout chauffage préalable. Les expériences rapportées dans le 
tableau VI ont été effectuées apres un chauitage de dix minutes 
a 50°, mais nous avons pu vérifier qu'un chauffage a 52° pro- 
longé pendant vingt minutes ne modifie pas les résultats, Rap- 
pelons que ces conditions de chauffage n’inactivent pas les 
phages dont les titres ne commencent 4 diminuer qu’au-dela 
de! 56°. 

Avec une préparation concentrée de T4r (7.10” phages/ml dont 
on dose la dilution 1/100) qui n’avait pas encore été complétement 
purifiée et qui contenait encore de la prolysine exogéne, les 
résultats sont particuliérement éloquents puisqu’il est possible 
dinactiver, d’abord la prolysine exogéene par un chauffage de 
dix minutes a 50°, puis, apres qu’une congélation de dix minutes 
’ — 30° l’a libérée dans le milieu, d’inactiver la prolysine endo- 
gene elle-méme, en utilisant les mémes conditions de chauffage 
(dix minutes a 50°). 

Il résulte done de ces expériences que la prolysine endogéne 
résiste aux températures d’inactivation précédemment  déter- 
minées, tant qu’elle n’est pas libérée dans le milieu; une telle 
circonstance vient a l’appui de la conception selon laquelle ta 
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prolysine libérée par traitement des phages fait partie integrante 
des structures phagiques. 


TasLeAu VI. 


Température de dtinactivation 4% de libération Activité 
congélation ata.D.N. prolysine 


1) Tor: 3,4.107 ml 


- 25°C. 
- 50°C. 
- 76°C. 


2) Tr ? 4,6.109 m1 


3) Tr ? 7,3.109/ m1 


— 28°C, 
— 32°C. 


$3 & 
4) Tor ‘*ryps. 2 10 


= 31°C. 
- 40°C. 
- 76°C. 


5) T421,4,10°0/m1 


= 25°C, 


7° INACTIVATION DES PHAGES ET INACTIVATION DE LA PROLYSINE 


ENDOGENE. — A. Inactivation des phages par la chaleur. — Si les 
structures phagiques protégent la prolysine contre l’action de ia 
chaleur, on peut se demander si celte protection se manifeste 
encore lorsque la température utilisée inactive les phages eux- 
mémes. L’expérience suivante montre qu’il n’en est rien; une 
suspension contenant 10" T2r/ml est soumise a un chauffage de 
64° pendant quatre-vingt-dix minutes. Plus de 99,9 p. 100 des 
phages sont inactivés, mais le pourcentage de lbération d’ADN 
reste inférieur 4 40 p. 100. Or, si l’on soumet cette suspension 
‘’ une congélation de dix minutes 4 — 40° C, on libére la totalité 
de VADN présent; ceci prouve que la totalité des structures 
phagiques ont été dissociées, et pourtant on -ne trouve prati- 
quement pas d’activité prolysine nouvelle dans le milieu. Ainsi, 
lorsque les phages sont inactivés par chauffage, la prolysine 
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endogéne est également inactivée, méme sans avoir été libérée 
des structures phagiques. 

B. Inactivation des phages par irradiation U.V. — Il est 
cependant possible d’inactiver les phages sans inactiver la pro- 
lysine endogéne en soumettant ceux-ci a Virradiation U. V. Les 
suspensions sont irradiées en boites de Petri sur 5 mm d’épais- 
seur et a 40 cm de la lampe germicide (20 ergs/sec/mm*). En 
chaque cas un témoin est effectué avec une suspension placée 
dans une boile de Petri identique, mais non soumise a lirra- 
ciation ; il.faut tenir compte, en effet, de l’adsorption sur le 
verre qui peut parfois atteindre des pourcentages considérables 
(jusqu’a 80 p. 100 des phages initialement présents). On vérifie 
d’autre part que l’irradiation U. V. ne fait apparaitre par elle- 
méme aucune activité prolysine. Les suspensions irradiées et non 
irradiées sont alors congelées dix minutes 4 — 40°C ou sou- 
mises au choc osmotique, titrées et dosées pour l’ADN libéré et 
Vactivité prolysine. On retrouve dans les deux cas des résultats 
analogues & ceux obtenus sans irradiation préalable. Ainsi avec 
une suspension de T2r traité par la trypsine les résultats sont 
les suivants : aprés irradiation d’une minute (titre en phages 
non adsorbés sur le verre : 4,8.10°/ml) inactivant 65 p. 100 des 
phages présents, la congélation libére 90 p. 100 de VADN des 
phages irradiés et 2,5 unités de prolysine. Ces pourcentages sont 
identiques sans irradiation et la quantité de prolysine libérée 
s’éléve 4 3 unités. Aprés une irradiation de 40 minutes inactivant 
plus de 99,9 p. 100 des phages présents, le choc osmotique libére 
99 p. 100 de l’ADN présent et 4 unités de prolysine (titre en 
phages non adsorbés sur le verre : 3,6.10°). 


8° RApPPoRTS ENTRE LA PROLYSINE ENDOGENE ET LE POUVOIR INFEC- 
TIEUx. — L’ensemble des résultats précédents permet de consi- 
dérer que les phages contiennent une ou plusieurs prolysines 
endogénes non nécessairement identiques aux prolysines exo- 
eénes correspondantes. La question se pose alors de savoir si 
Vune ou l’autre de ces prolysines sont nécessaires au maintien 
de l’infectivité des phages. La réponse est cependant négative en 
ce qui concerne la prolysine libérée par chauffage de D4, puis- 
qu'un tel traitement reste sans effet sur le titre des suspensions. 
Mais il n’en est pas de méme pour la prolysine libérée par con- 
gélation. Celle-ci commence a étre libérée & la température minima 
a laquelle les phages eux-mémes commencent 4 étre inactivés : 
— 25°C pour les phages D4 préalablement chauffés ainsi que pour 
T2r et T4r, — 30°C pour Tl. On observera au surplus qu’a ces 
iempératures il ne se produit pas de libération d’ADN. La hbée- 
ration de prolysine endogéne serait donc liée au pourcentage 
d'inactivation et non au pourcentage de dissociation des struc- 
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tures tel qu’il est mesuré par le taux d’ADN libéré. Pour vérifier 
cette hypothése nous avons porté sur un graphique les points 
exprimant les quantités de prolysine libérée par Tr, en fonction 
du nombre de phages inactivés, d’une part, du nombre de phages 
dissociés, d’autre part. Nous avons tenu compte essentiellement 
des températures de congélation égales ou supérieures & — 50° C, 
la prolysine étant progressivement inactivée aux températures 


eT. inactivé 
o To dissocié 
A To traité a -14° 


Nombre de phages inactivés ou dissociés x10? 
dss 


4 6 
Unités de Prolysine 


Rig. 1: 


inférieures. On voit sur la figure 1 que les points relatifs aux 
phages inactivés se disposent de maniére satisfaisante sur une 
droite alors que la dispersion des points relatifs aux phages 
cissociés ne permet aucun tracé convenable. 

‘Ces observations nous amenaient a nous demander si les congé- 
lations modérées dont nous avons montré ailleurs [6] qu’elles 
inacuivaient les phages sans libération d’ADN n’entrainaient pas 
simultanément une lbération de prolysine endogéne. 

L’expérience a été effectuée sur une préparation de T2r traité 
par la trypsine, en suspension dans le Ringer, et titrant au départ 
de Vexpérience 1,7.10'* phages/ml (le dosage de prolysine étant 
effectué sur la dilution 1/10, les quantités de prolysine correspon- 
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dantes se rapportent donc a 1,7.10" particules/ml). Les phages 
sont congelés 4 — 14° pendant des durées prolongées. Les résul- 
iats sont exposés dans le tableau VII. 


Temps de séjour 
z a@ -14°C. 


TasLeAu VII. 


Titre de la | % d'inac- | %ad'A.D.N.] Activité 
suspension tivation libéré prolysine 
10. | 


aarti) 


22 heures 2, 5.107° 2,5 (+ 2,5) 
4 jours I 2erOx> (G2) 
9 jours 749.109 8,75 (+ 3,75) 


On voit que les points correspondant au nombre de phages 
inactivés entre les divers temps de séjour & — 14° C se disposent 
de facon satisfaisante sur la droite obtenue précédemment. 


III. — Discussion ET CONCLUSIONS. 


L’apparilion d’une activité prolysine nouvelle dans le milieu 
apres traitement des phages par diverses méthodes, dont cer- 
laines provoquant la dissociation des structures phagiques, pose 
un certain nombre de problémes. 

En premier leu, il s’agissait de savoir si les activités mises 
en évidence relevaient bien de substances incluses dans les struc- 
tures phagiques : nos expériences de chauffage — qui démontrent, 
d’une part que ces prolysines sont différentes des prolysines 
exogénes, d’autre part qu’elles sont protégées par les structures 
phagiques — constituent un argument des plus sérieux en faveur 
de celte conception. 

Le second probleme concerne les rapports existant entre ces 
substances et lintégrité morphologique et fonctionnelle des 
phages. Certes, la dissociation des phages permet simultanément 
la libération des prolysines et de ’ADN, mais il est possible 
d’obtenir, dans certaines conditions de congélation, une libéra- 
tion de prolysine non accompagnée de libération d’ADN. II s’agi- 
vail done ici de savoir quelle est la nature des phénoménes per- 
mettant cette libération et notamment celle des modifications de 
structure éventuellement inlervenues. 

Au surplus, s’il est possible d’obtenir de la prolysine endogéne 
sans libération d’ADN, la réciproque n’est pas vraie: toute 
technique permettant la libération d’ADN dans les limites de 
thermo-sensibilité des prolysines aboutit 4 la mise en liberté de 
ces derniéres. Ceci tend done a prouver que la prolysine endo- 
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gene peut étre libérée avant ’ADN et que cette libération coincide 
avec l’inactivation des phages. Quoique nous ignorions si |’inacti- 
vation est la conséquence de Ja libération de prolysine ou si les 
deux phénomeénes ne sont pas, Pun et Vautre, la conséquence 
de certaines modifications de structure, nous pouvons nous 
lemander dans quelle mesure cet ordre des événements : libéra- 
tion de prolysine, puis libération d’ADN, ne se retrouve pas 
inchangé lors des processus de l’infection. Il faudrait admettre 
alors que « l’injection » de ’ADN du phage est précédée d’une 
« injection » de prolysine endogéne dans la bactérie infectée. 

Un dernier point nous parait de nature a retenir lattention : 
c’est que le cas des prolysines endogénes ne peut manquer d’étre 
rapproché de celui des hémolysines présentes dans un certain 
nombre de virus animaux. Une telle analogie entre des virus par 
ailleurs si profondément différents conduit a penser qu’il s’agit 
peut-ctre la d’un élément trés général de l’organisation des virus 
et que Vemploi de méthodes convenables pourrait permettre de 
retrouver des faits du méme ordre chez les autres virus. 


RESUME 


En traitant des préparations purifiées des phages T2r, T4r, T1, 
actifs sur FE. coli B et D4, actif sur S. enteritidis par divers agents 
physiques, et notamment par des procédés permettant la mise 
en liberté de 1 ADN, nous avons pu démontrer l’apparition dans 
le milieu d’une activité prolysine nouvelle. L’étude des condi- 
tions d’inactivation par chauffage des prolysines montre que 
celles-ci peuvent étre distinctes des prolysines exogénes libérées 
au cours de infection et qu’il peut exister en outre dans un 
méme phage plusieurs prolysines endogénes. D’autre part, nous 
avons observé que les structures phagiques protegent les pro- 
lysines endogenes contre la dénaturation par la chaleur. 

En utilisant certaines conditions de congélation, il est possible 
de libérer la prolysine endogéne sans libérer ’ADN : la quantité 
de substance libérée est fonction du nombre de phages inactivés 
et non pas du nombre de phages dissociés. L’hypothése selon 
laquelle un phénoméne du méme ordre constituerait un événement 
précoce du processus d’infection est discutée. 


SUMMARY 


DEMONSTRATION OF ENDOGENOUS PROLYSINES IN BACTERIOPHAGES. 


When purified preparations of the phages Tl, T2r and T4r 
active on E. coli B and D4 active on S. enteridis are submitted 
to various treatments, in particular those causing the liberation 
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of DNA, a new prolysine activity has been shown to appear in 
the medium (prolysine, previously described, is a substance with 
enzymic activity which appears during phage infection). The 
tume and temperature required for inactivation of different pro- 
lysmes by heat can be used to distinguish between exogenous 
prolysines which have been released during the course of infee- 
tion and endogenous prolysines, of which more than one kind 
may exist within the same phage. We have also observed that 
prolysine within the phage particle-is protected from denatura- 
tion by heat. 

By freezing to certain temperatures, it is possible to release 
endogenous prolysine without releasing phage DNA. The amount 
of prolysine hberated depends upon the number of inactivated 
phage particles and not upon the number of particles which have 
released DNA. A hypothesis is discussed that the first step in 
the process of infection may perhaps involve the same kind of 
phenomenon, that is, release of prolysine before the injection 


of DNA. 
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Le mécanisme de l’action mutagéne et létale des radiations est 
loin d’étre connu. I! semble cependant qu’il y ait leu de consi- 
dérer non seulement leur action directe sur une ou plusieurs struc- 
tures cellulaires particuligrement sensibles, mais également leur 
action indirecte, par l’intermédiaire de substances dont elles pro- 
voqueraient l’apparition dans le milieu intra ou extracellulaire. 
Parmi les produits ainsi formés, il semble que les peroxydes 
organiques jouent un role important [4]. 

Ils seraient responsables, en particulier, de l’augmentation de 
l’action létale des rayons X en présence d’oxygéne, du « post- 
effect » de ces mémes radiations, ainsi que de l’action mutagéne 
de milieux irradiés par les U. V. Par ailleurs, il est possible que 
la formation de peroxydes ait lieu également au siége méme de 
laction directe des radiations, en particulier dans le cas des U. V., 
ott les acides nucléiques sont les constituants cellulaires qui absor- 
bent la plus grande partie de l’énergie incidente. En effet, la for- 
mation de dérivés peroxydés par irradiation (rayons X et U. V.) 
de solutions d’acide désoxyribonucléique a été récemment mise 
en évidence [2]. Ces considérations nous ont amenés a étudier 
Jes actions mutagéne et létale d’un peroxyde organique et a les 
comparer a celles des raditations. 


MATERIEL ET METHODES. 


Nous avons utilisé du peroxyde succinique, synthétisé a l'Institut du 
Radium par MM. Royer et Ekert, et obligeamment mis 4 notre dispo- 
sition par M. lk. Latarjet que nous tenons A remercier ici. Ce produit 


(*) Sociélé Francaise de Microbiologie, séance du 4 avril 1957. 
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s’*hydrolyse lorsqu’on Je met en solution pour donner une molécule 
d’acide succinique et une molécule d’acide peroxysuccinique, qui est 
le produit actif (1). 

Les bactéries sont cultivées en bouillon (inoculat + 100 bacté- 
ries/cm*) pendant dix-huit heures, centrifugées, lavées et resuspendues 
en milieu T56 sans glucose (1) dans lequel le peroxyde est dissous. On 
laisse en contact pendant trente minutes & 87° avec agitation, les 
bactéries témoins étant également agitées trente minutes a 37°. L’action 
du peroxyde est arrétée par addition d’un méme volume de bouillon 
froid. 

L’irradiation U. V. est effectuée avec une lampe germicide Philips, 
dont I’énergie incidente sur le plan d’irradiation est mesurée a l’aide 
d’un dosimétre de Latarjet [3]. Les bactéries, cultivées comme précé- 
demment, sont centrifugées, lavées et resuspendues en sérum physio- 
logique. Elles sont ensuite irradiées sous une épaisseur de liquide de 
1 mm et constamment agitées pendant l irradiation. 

Les concentrations bactériennes utilisées pour établir les courbes de 
survie sont de l’ordre de 10’ bactéries/cm* et de 10° a 10° bacté- 
ries/cm? pour ! étude des mutations, tant dans le cas des U. V. que 
du peroxyde. 


RESULTATS. 


1° Acrion LtéTaLE. — Nous avons comparé laction létale du 
peroxyde succinique sur E. coli B et sur son mutant radio-résis- 
tant B/r (fig. 1). La courbe de survie d’E. coli B est exponentielle 
dans les conditions expérimentales ol nous nous sommes placés, 
ce qui est aussi le cas des courbes de survie de la méme souche 
aprés action des U. V. ou des Rx [5, 6]. Par contre, la courbe de 
survie de B/r est sigmoide. La courbe de survie de cette méme 
souche aprés action des U.V. est également sigmoide (fig. 2), 
alors que celle que l’on obtient aprés action des rayons X est 
exponentielle [5}. 

D’autre part, si l’on compare la sensibilité d’E. coli B/r et 
d’E. coli B au peroxyde succinique et aux radiations, on constate 
que B/r est beaucoup plus résistant que B, non seulement aux 
rayons X {5} et aux U. V. [5, 6], mais également au peroxyde 
succinique (fig. 1). 

Lorsqu’on étudie les courbes de croissance des bactéries survi- 
vant a l’action létale des U. V. [8] ou des rayons X [9] on constate 
que la multiplication des bactéries traitées commence une a trois 
heures plus tard (suivant la dose) que celle des bactéries témoins. 
A part cette augmentation du temps de latence, les courbes 


(1) Parmi les milieux essayés : sérum physiologique, tampon phos- 
phate pH 7, Davis [4] et T56 sans glucose, c’est le T56 qui s’est avéré 
celui ott le nombre de bactéries témoins diminuait le moins au cours 
de lexpérience. 
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de croissance des bactéries traitées sont identiques a celles des 
bactéries témoins. En ce qui concerne le peroxyde succinique, 
nous n’avons pu mettre en évidence aucune augmentation du 
temps de latence chez les bactéries survivant 4 son action létale, 


survivants % 
100 


° 
x: x E.COL] B 
e E.COLI B/r 
10 | 
4 
04 
1o_| 
109 
c. 10-4 

Fic. 1 — Courbes de survie de E. coli B et E. coli B/r aprés action du 


peroxyde succinique. 


ni en milieu liquide, ni en milieu solide et quelle que soit la dose 
utilisée. 


2° MurTArTions INDUITES. — a) Résistance au phage T,. — Nous 
avons uniquement étudié les « end point mutations » (c’est-a-dire 
que nous avons laissé les bactéries traitées effectuer un nombre 
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suffisant de divisions pour que les mutations induites s’expri- 
ment complétement). 
Les bactéries traitées par les U. V. ou le peroxyde succinique 


survivants %/o 
100 


Fic. 2. — Courbes de survie de E. coli B et E. coli B/r aprés action des U. V. 


Ke 


sont diluées de facon a avoir 10° a 10° bactéries par boile, et sus- 
pendues dans 3 cm® de gélose molle. Lorsque la population de la 
boite a effectué un nombre suffisant de divisions, on ajoute les 
phages, en suspension dans 4 cm’ de gélose molle, que lon 
coule a la surface de la couche de gélose contenant les bacté- 
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of 


ries (2). Le nombre de phages’ contenus dans la suspension est 
calculé de facon a avoir a peu prés 1 phage par bacterie. 

Le choix du nombre de divisions que l’on permet aux bactéries 
d’effectuer avant d’appliquer les phages a été dicté par les consi- 
dérations suivantes : 

1° L’expression des mutations induites B—> B/T, n'est com- 
plete qu’aprés 14 4 15 générations [5]. 

2° Le taux des mutations spontanées varie avec le nombre de 
générations : tres grand au cours des premicres générations, il 
diminue ensuite pour atteindre une valeur stable (0,45 x 10° 
mutants par bactérie et par cycle de division) apres 10 a 12 géné- 
rations. Ce phénoméne, déja mis en évidence par Newcombe [7], 
a été attribué par cet auteur a un délai d’expression des mutations 
spontanées qui se sont produites avant l’élalement sur gélose. 

Nous avons donc toujours étalé les phages aprés avoir laissé 
effectuer aux bactéries 12 a 15 divisions, c’est-a-dire lorsque les 
mutations induites sont complétement ou presque complétement 
exprimées, et lorsque le taux des mutations spontanées est devenu 
constant, ce qui permet une comparaison valable entre le nombre 
de mutants présents chez le témoin et les bactéries traitées. 

Les résultats obtenus par notre méthode sont résumés tableau I. 


Tasceau I. — Induction de mutation B—»B/T, par le peroxyde 
succinique et les U.V. 


peroxyde ULV. 


Mutants p.106 Nbre de sur- | Mutants p.106 
vivants % survivants vivants % survivants 


CODVWVCOCHDOCWOSO 


On peut voir que la fréquence des mutations B —> B/T, aprés 
action des U .V. est du méme ordre de grandeur que celles obte- 
nues par Demerec et Latarjet par une tout autre technique [5]. 
Par contre, avec le peroxyde succinique, 7 expériences négatives 
sur 12, indiquent que cet agent n’est pas mutagéene pour ce locus. 

(2) Nous avons vérifié que ce procédé ne dérangeait pas les colonies 


déja formées et que le contact phages/bactéries est aussi bon que lors- 
qu’on les mélange au sein de la gélose molle avant de les couler 
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(Nous avons vérifié que l’absence de mutants induits par le 
peroxyde n’est pas due a ce que B/T, est plus sensible 4 son action 
létale que B). 


b) Résistance a la streptomycine dE. coli B. — Aprés traite- 
ment, 10° a 10° bactéries sont élalées sur boite de Petri contenant 
20 cm® de gélose nutritive, et non coulées, cette mesure de pré- 
caution, prise pour éviter le dérangement des colonies, s’étant 
avérée inutile lorsqu’on refroidit les boites avant de couler la 
gélose molle streptomycinée. On laisse pousser a la température 
du laboratoire jusqu’a avoir 10 4 12 générations. On refroidit 
alors au moins deux heures a 2°, puis on coule 4 cm® de gélose 
molle contenant 600 pg de streptomycine, ce qui donne une concen- 
tration finale de 25 ug/em*. On laisse encore deux heures a la 
température du laboratoire pour permettre a la streptomycine de 
diffuser. On met ensuite les boites 4 37° et on effectue la numé- 
ration aprés soixante-douze heures d’incubation. Cette technique 
est similaire a celle utilisée par Demerec [410] et Rubin [414]. ‘La 
diminution du nombre absolu des mutants par boite, en fonction 
du temps écoulé avant adjonction de la streptomycine, remarquée 
par Rubin [44], n'a leu que pour les inoculats cent fois supé- 
rieurs a ceux que nous avons utilisés. 

Les résultats sont résumés dans le tableau II. 


TaBLeau II. 


3 ie % Mutants p. Mutants p. 


10° Bactérie 10° Bactérie 


Dans ce cas-ci, l’action mutagéne du peroxyde succinique est 
manifeste, bien que plus faible que celle des U. V.(fig. 3). Le 
géne Sr est done beaucoup plus sensible a l’action du peroxyde 
que T, qui est pratiquement insensible. L’inverse se produit lors- 
qu’on utilise les U. V. comme agent mutagéne (fig. 4) : T, est 
plus sensible que Sr a leur action. 


DIscusSION. 


1° AcTION MUTAGENE DES PEROXYDES. — La différence de sensi- 
bilité des genes T, et Sr d’E£. coli B a l’action mutagéne du per- 
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Go 


oxyde succinique et a celle des U. V. est en complet accord avec 
les résultats de Demerec [17] sur la spécificité des mutagenes et 
la spécificité des génes : un méme géne peut réagir trés diffé- 
remment a divers mutagénes el un méme mutagéne aifecter tres 


mutants /10° bactéries 
1000 


100 


x PEROXYDE 
eo UV 


il 0.1 10° 10" 


% survivants 


Fic. 3. — Nombre de mutants induits B/Sr en fonction du nombre de survivants 
aprés action des U. V. et du peroxyde succinique. 


inégalement les différents génes d’un méme génome. D’autre 
part, la stabilité du gene T, vis-a-vis du peroxyde succinique est 
un exemple de stabilité spécifiqua d’un gene, par ailleurs sen- 
sible a cous agents mutagenes et dont il a déja été trouvé 
plusieurs cas {417}. 

Les résultats obtenus par différents auteurs en utilisant l’eau 
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oxygenée comme agent mutagéne sont contradictoires : Wyss [42] 
a constaté une action nulle sur la mutation vers la pénicillino- 
résistance du staphylocoque, alors que Demerec [13] trouve une 
action mulagene netle en ce qui concerne la mutation vers la 
streptomycino-dépendance d’E. coli. Par contre, l’addition de 


mutants /10° bactéries 
4000 - 


500 1000. ~—- ergs/cm? 


Fic. 4. — Nombre de mutants induits B/Sr et B/T1 en fonction de la dose d’U. V. 


H,0O, au bouillon ou son irradiation par les U. V. provoque une 
augmentation du nombre de mutants pénicillino-résistants chez 
St. aureus [42]. L’addition de catalase faisant disparaitre cet 
effet, l’action mutagéne du bouillon irradié a été attribuée a Ja 
formation de peroxydes organiques au sein du bouillon. Des 
peroxydes organiques vrais, tel le ter-butyle hydroperoxyde, se 
sont montrés mutagénes tant pour Neurospora {414} que pour les 
organismes supérieurs comme la drosophile [45, 46]. Les résul- 
tals que nous avons obtenus avec le peroxyde succinique sur la 


874 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


mutation vers la streptomycino-résistance chez FE. coli B montrent 
qu’un peroxyacide est également susceptible d’avoir une action 
mutagéne. 


2° CoMPARAISON ENTRE L’ACTION LETALE DU PEROXYDE SUCCI- 
NIQUE, DES RAYoNS X ET ves U. V. — Nous avons vu que la résis- 
tance d’ E. coli B/r est plus grande que celle de B, tant vis-a-vis 
des radiations que vis-a-vis du peroxyde succinique. Ces résultats 
sont en accord avec ceux de Latarjet [4] sur le classement de 
différentes souches d’E. coli quant a leur sensibilité au peroxyde 
et aux radiations. 

Quant & la courbe de survie de B/r aprés action du peroxyde 
succinique, elle se rapproche beaucoup plus de celle des U. V. 
que de celle des rayons X. Les courbes de type sigmoide 
s’expliquent par des coups multiples (« multihits ») dans le cas 
de la théorie de la cible ou par une réaction plurimoléculaire 
dans le cas d’un produit chimique. Il semble qu’il soit nécessaire 
de toucher plusieurs points sensibles a l’intérieur de la bactérie 
pour l’empécher de se diviser. Ceci nécessiterait l’intervention 
de plusieurs molécules de peroxyde ou l’impact de _ plusieurs 
photons U. V.; ces mémes points pourraient étre atteints par 
les produits formés (peut-¢tre des peroxydes) lors de l’impact 
(un seul quantum de rayons X. Hollander, Stapleton et 
Martin [49] ont d’ailleurs observé que la forme de la courbe de 
survie de B/r aux rayons X n’est pas toujours exponentielle, la 
forme de la courbe variant avec les conditions de culture et 
@irradiation : on obtient souvent des courbes d’allure sigmoide 
lorsque les bactéries ont été cullivées en anaérobiose plus ou 
moins poussée, ou lorsqu’il y a peu d’oxygéne dans le milieu 
d irradiation, c’est-a-dire lorsque les conditions sont défavorables 
a la formation de peroxydes. 

Les résultts obtenus montrent une certaine ressemblance entre 
action létale du peroxyde succinique et celle des radiations. 
Par contre, si nous avons pu mettre en évidence une action muta- 
gene de ce peroxyde sur FE. coli, la sensibilité des deux génes 
étudiés n’est pas la méme que celle qu’ils ont vis-a-vis des radia- 
tions U. V. Comme par ailleurs des différences entre Vaction 
de divers peroxydes sur d’autres systémes biologiques ont été 
mises en évidence [4], il semble prématuré de tirer des conclu- 
sions de l’étude d’un seul peroxyde. 


Resumes. 


1° Nous avons établi les courbes de survie de E. coli B et B/r 
apres action du peroxyde succinique. La courbe de survie de B 
cst exponentielle, alors que celle de B/r est sigmoide. 


ACTION D’UN PEROXYDE ET DES RADIATIONS SUR E. COLI 375 


2° Nous avons étudié Vaction mutagéne du peroxyde succi- 
nique sur E. coli B vis-a-vis de deux loci: Sr et T,. Alors que 
'e peroxyde succinique est mutagéne pour Sr, T, se montre insen- 
sible & son action. La sensibilité de ces deux loci vis-a-vis de 
action mutagéne des U. V. est inversée : Sr est beaucoup moins 
sensible que T,. 


SUMMARY 


CoMPARISON BETWEEN LETHAL 4ND MUTAGENIC ACTIVITY 
OF AN ORGANIC PEROXIDE AND RADIATIONS ON E. coll. 


1° The survival curve of E. coli B after treatment with succinic 
peroxide is exponential, while the survival curve of E. coli B/r 
is sigmoidal. 

2° Succimic peroxide induces mutations towards streptomycino- 
resistance in E. coli B, but has no action upon mutation to 
resistance towards phage T,. The sensitivity of these two loci to 
peroxide is the reverse of what is found with U. V. radiation, 
Sr being less sensitive to U. V. than T,. 
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CONSTITUTION ANTIGENIQUE 
DE MALLEOQMYCES PSEUDOMALLE! 


Ill. — MODE D' EXTRACTION ET PREMIERS ESSAIS 
DE PURIFICATION DE L’'ANTIGENE D’ENVELOPPE K 


par L. CHAMBON, A. M. STAUB et M. BOURDET (*). 


(Institut Pasteur de Saigon et Institut Pasteur de Paris) 


T’un de nous a démontré l’existence d'un antigéne K réparti 
i la surface des cellules bactériennes de Malleomyces pseudo- 
mallet en se basant sur des arguments morphologiques et séro- 
logiques (Chambon et Fournier |[3]). Nous avons cherché a extraire 
cet antigene des germes, a le purifier et a avoir un apercu de 
sa nature chimique. L’inhibition de l’agglutination K nous a servi 
de test de référence au cours de cette étude. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Souche de M. pseudomallei. — Nous avons utilisé la souche CI4I, 
lisse et virulente. 
Sérums spécifiques et suspensions microbiennes. — Les sérums 


O, K et M et suspensions microbiennes correspondantes ont été pré- 
parés suivant les techniques antérieurement décrites [Chambon et 
Fournier (loc. cit.)] : 

Sérum et suspension M: sérum préparé avec des germes formolés 
4 0,5 p. 100 puis saturé par des germes chauffés & 100° ; suspension 
de germes formolés & 0,5 p. 100. 

Sérum et suspension Kk : sérum préparé avec une culture en bouillon 
chauffée & 100° puis saturé par des germes traités par N-HCl ; suspen- 
sion de germes chauffée 4 100°. 

Sérum et suspension O: sérum préparé avec des germes traités 
par N-HCl ; suspension de germes traités par N-HCIl. 

Test d’inhibilion. — Les tests d’inhibition des agglutinations M, K 
et O ont été pratiqués de la facon suivante : 0,25 ml d’une solution 
d’extrait contenant x wg d’extrait sec est mélangé A 0,25 ml de la 
dilution 1/n du sérum. Le mélange est laissé deux heures 4 37°, puis 
centrifugé et décanté ; on ajoute au surnageant 0,5 ml d’une suspen- 
sion standardisée de germes correspondant au sérum utilisé et conte- 
nant environ 10° germes par millilitre. Le mélange final contient donc 


(*) Manuscrit recu le 9 avril 1957. 
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rv ug d’extrait pour 1 ml de sérum 1/4 n. On centrifuge cing minutes 
a 2500 t/m, puis on remet le culot en suspension. Les résultats sont 
notés de la facon suivante : 
++ : gros agglutinats dans un liquide clair. 
+ : gros agglutinats dans un liquide trouble. 
+ : fins agglutinats visibles seulement a l’agglutinoscope. 
—: aucune agglutination visible. 


Dosages. — L’azote a été dosé au microkjeldhal et le phosphore sui- 
vant la technique de Fiske et Subbarow [7]. Les nucléoprotéines ont 
été mises en évidence par la courbe d’absorption en U.V. de nos 
extraits. 

Chromatographie. — Le dénombrement des sucres a été effectué par 
chromatographie ascendante (éthanol 4, acide acétique 1, eau 5) des 
hydrolysats de quatre heures en N-SO,H,, aprés neutralisation par la 


résine A 300 D (de Philipps et Pain), lyophilisation et reprise du résidu 
sec dans une quantité d’eau telle que 1 wl corresponde a 20 yg d’extrait. 

La séparation des hexoses a été obtenue par chromatographie descen- 
dante de vingt-quatre 4 trente heures dans le solvant : dioxane 1,8 ; 
alcool isoamylique 3 ; eau 1,2. 


RESULTATS EXPERIMENTAUX. 


1° PRocEpEs DE CULTURE. — Des milieux synthétiques, a base 
de solution saline de Lwoff, de glucose ou de saccharose comme 
source de C et de SO,(NH,), comme source d’N, ont été essayés. 
Ils ont été abandonnés parce que d’un rendement assez faible et 
parce qu’ils favorisent en général le développement de Janti- 
gene M. La gélose nutritive, que l’on peut glucoser a 0,1 p. 100, 
donne de trés bons résultats quand la culture est pratiquée dans 
les conditions suivantes : des boites de Roux contenant 150 ml 
de gélose nutritive sont ensemencées avec 2 ml d’une culture de 
vingt heures a 37° en bouillon glucosé a 1 p. 100. On effectue 
la récolte apres vingt heures d’étuve 4 87°. Afin de limiter la 
formation de lantigéne M, il convient d’employer une gélose 
séche, d’ensemencer avec un minimum de culture en bouillon, 
de laisser la gélose sur la face supérieure des boites pendant la 
culture et de limiter le temps de culture 4 vingt heures, 

Nous avons également utilisé le méme milieu réparti dans de 
grandes boites de Petri (15 cm de diamétre) et recouvert d’un 
disque de cellophane sur lequel est effectuée la culture [4]; ainsi 
se trouve éliminée toute substance non dialysable pouvant pro- 
venir du milieu de culture. 


2° Exrraction. — a) Techniques. — Nous avons groupé dans 
le tableau I les résultats obtenus au cours de nos divers essais 
d’extraction. Les tests d’inhibition de l’agglutination K ont tou- 
jours été effectués avec 500 pg d’extrait sec pour 1 ml de sérum 
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4 la dilution finale, soit 0,25 ml d’une solution a 0,2 p. 100 pour 
0,25 ml de sérum K dilué du 1/10 au 1/320 (Cf. Technique 
d’inhibition). 

Dans les premiers essais les germes étaient cultivés sur gélose, 
en boites de Roux, et recueillis avec de la solution physiolo- 
gique (NaCl, 0,9 p. 100) a raison de 20 ml par boite. Aprés 
centrifugation et filtration sur bougie, le filtrat était concentreé 
sous vide a 60° et précipité deux fois par 2,5 volumes d’alcool 
a pH 3,75. Le précipité A,, redissous en eau distillée, était dia- 
lysé, puis lyophilisé (1), quant au surnageant, il était additionné 
de soude jusqu’a apparition d’un précipité qui, aprés disso- 
jution, dialyse et lyophilisation, avait donné la fraction B,. On 
voit (tableau I) que seule la fraction A, a manifesté une faible 


Tarteau 1. — Comparaison de l’activité des extraits obtenus au 
moyen de divers modes d’extraction. 


Inhibition du sérum K au 
x 


Modes d’extraction 
1/80 1/160 1/320 1/640 1/128 


Sans extraction 
1° précipité ++ ++ 
2° précipité 


A] aprés une 
2° précipitation 


I+ 


++ ++ ++ ae 


Aprés extraction par 
acide trichloracétique 
& froid (Boivin) 


Sons 
Chaleur 


Agglutination témoin ++ ++ ++ fet + 


= a us 


Pe en eye ee ee 7 iy tee he < 
L'inhibition a été essayée par tous les extraits a raison de 500 pe extrait 
sec pour ] ml des diverses dilutions de sérum. 


activité. Cette méme fraction a vu son activité augmenter apres 
une nouvelle précipitation & pH 7 par 2 volumes d’alcool avant 
la dialyse finale et la lyophilisation (A,). Toutefois, l’inhibi- 
lion est encore trop faible pour qu’on puisse retenir ce mode de 


(1) Des essais préliminaires nous avaient montré que le précipité lavé 
a l’éther et desséché sous vide était pratiquement insoluble, alors qu’il 
se dissout lentement mais totalement aprés lyophilisation. 
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préparation : le simple lavage des germes ne détache qu'une 
partie de l’antigéne d’enveloppe. 

Pour extraire cet antigéne, divers moyens ont ¢té mis en 
ceuvre. 


Extraction par lVacide trichloracétique a froid, selon la tech- 
nigue de Boivin {2}. — Une suspension de germes cultivés en 
boites de Roux et récoltés en eau distillée a raison de 3 ml par 
hoite a été traitée 4 + 4° par un volume égal d’une solution N/2 
d’acide trichloracétique. Aprés trois heures de contact et centri- 
trifugation, le surnageant refroidi 4 0° a été précipité par 
2 volumes d’alcool & —10° de fagon que la température du 
mélange ne s’éléve pas au-dessus de — 4°. Le précipité dissous 
dans l’eau distillée a été dialysé et lyophilisé. L’activité est trés 
supérieure A celle des extraits précédents (tableau I), mais 
Vinhibition du sérum au 1/40 n’est pas encore totale. 


Sons et chaleur. — Les germes cultivés sur gélose et lavés 
deux fois avec de la solution physiologique ont été mis en sus- 
pension dans de l’eau distillée, tués par l’action du formol a la 
concentration de 0,5 p. 100 pendant vingt heures a 37°, puis 
soumis a l’action des vibrations soniques. 

La méme suspension non formolée a élé chauffée une heure 
a 100°, suivant la technique utilisée par Dudman et Wilkinson 
pour extraire |’antigéne capsulaire des Klebsiella {6}. 

Aprés élimination des germes par addition d’un volume d’alcool 
et centrifugation, les deux extraits ont élé précipités par deux 
volumes d’alcool, les précipités dissous dans de l’eau distillée, 
dialysés puis lyophilisés. Ils ont donné deux extraits, S, et C,, 
capables d’inhiber complétement les agglutinines K d’un sérum 
dilué au 1/40. 

La technique du chauffage présentant l’avantage de sa trés 
grande simplicité, c’est elle que nous avons retenue pour 
Yextraction de Vantigéne K. 


b) Activité immunologique et composition chimique des extrails. 
— Afin de préciser l’effet du lavage des germes, nous avons 
comparé la composition chimique et l’activité immunologique 
des trois extraits suivants obtenus par chauffage : 


a) Etrait C,, préparé avec des germes cultivés sur gélose et 
non lavés ; 


b) Extrait C,, préparé avec des germes culltivés sur gélose et 
lavés deux fois en solution physiologique ; 


c) Extrait C,, préparé avec des germes cultivés sur des disques 
de cellophane appliqués a la surface de la gélose et non lavés. 
Les différences entre les trois extraits ressortent de |’examen 
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Tinteau II. — Comparaison de la pureté de diverses préparations 
chauffées. 


Culture sur 
Culture sur gélose cellophane 


Sans lavage | Aprés lavage 
C3 


Poids d’extrait (en ug) 
nécessaire pour obtenir une 
inhibition totale de 
agglutination K au 1/40 


N &% 
Eaee 


Nucléoprotéines 


Hexosamine 


Galactose 


Glucose 
Sucres 


réducteurs | Ribose tt traces 
obtenus Rhamnose traces traces traces 
aprés x + 
hydrolyse 


du tableau II, ot nous avons groupé les résultats de quelques 
analyses. 

Tous ces extraits inhibent a Ja dose de 500 ug, l’agglutina- 
tion K des germes par 1 ml de sérum dilué au 1/40; mais la 
quantité minimum d’extrait nécessaire pour inhiber cette agglu- 
tination est de 500 ug pour C,;, 250 wg pour C, et 63 wg pour C,. 

L’analyse chimique a été faite par détermination des pourcen- 
tages d’N et de P, par la courbe d’absorption en U.V. et par 
chromatographie. Sur chacun des chromatogrammes nous avons 
mis la méme quantité de chacun des hydrolysats (20 ul corres- 
pondant a 400 wg de l’extrait): on peut ainsi se faire une idée 
approximative de la richesse relative de chaque extrait en ses 
composants. 

La planche I (chromatographie ascendante) permet de dénom- 
brer dans C,, et mieux encore dans C,H (résultat de l’hydrolyse 
alcaline légére de C3), 7 taches : une grosse tache correspondant 
au groupe des hexoses, une tache A, puis deux taches corres- 
pondant 4 celles données par le ribose et le rhamnose (ce dernier 
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sucre n'est pas présent dans du chromatogramme photographié 
pour obtenir la planche I), une tache X, qui se différencie 
du désoxyribose d’une part par sa couleur de révélation qui 
est grise alors que celle du désoxyribose est jaune avec le 
phtalate d’aniline, d’autre part par son Rf, enfin deux autres 
laches Y et Z non identifiées. Parmi ces taches, trois seulement 
subsistent dans l’hydrolysat de C;: celle des hexoses, celle du 
vibose beaucoup plus intense, la tache X plus faible. Dans 
Uhydrolysat de C,, on retrouve la tache des hexoses, la tache X 
‘res intense, puis, trés faibles (invisibles sur la photographie) 
celles du rhamnose, du ribose et peut-étre la tache A. 

La chromatographie descendante (pl. II) nous a permis de 
mettre en évidence la présence de traces de glucosamine (invi- 
sibles sur la photographie) et la présence de glucose dans les 
trois extrails, ]’extrait C, étant le plus riche en glucose. Le galac- 
tose n’est présent que dans les extraits C,; et surtout C,. 

Le fait le plus intéressant est la diminution progressive du 
nombre des constituants glucidiques des extraits C,, C, et C,. 
L’extrait le plus actif C, ne contient que des substances prove- 
nant des germes, puisque les impuretés provenant du milieu de 
culture ne peuvent étre que des substances dialysables éliminées 
lors de la dialyse finale de extrait : il est constitué en majeure 
partie par du glucose et du sucre X. L’extrait, C,; contient de nom- 
breuses impuretés et en particuler du galactose qui provient 
probablement de la gélose ; nous avons pu vérifier en effet que 
’extrait A,, préparé par lavage des germes, donne une précipi- 
tation spécifique avec un sérum anti-gélose. Le lavage des germes 
élimine une grande partie des impuretés et de la gélose, mais 
aussi une partie du glucose et du sucre X constitutifs du polyo- 
side de l’extrait le plus actif C,; les germes lavés donnent un 
extrait C, dont les pourcentages d’N et de P sont élevés en raison 
de sa forte teneur en nucléoprotéines et dont l’activité est plus 
faible que celle de l’extrait C,. 


En résumé, le lavage des germes doit étre évité et on peut 
extraire l’antigene K de Malleomyces pseudomallei en chauffant 
pendant une heure a 100° une suspension dans de l’eau distillée 
neutre de germes cultivés sur membrane de cellophane appliquée 
a la surface de gélose nutritive. 


c) Spécificité des extraits. — Ces extraits ne contiennent-ils 
que l’antigéne K ou y trouve-t-on aussi les antigenes M et O? | 

Les extraits obtenus par la chaleur donnent des tests d’inhibi- 
tion de l’agglutination M négatifs; ils sont done dépourvus 
d’antigéne M et ce dernier est bien thermolabile, 

Quant a l’antigéne O, les résultats du tableau III montrent 


382 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Tasteau Ill. — Inhibition O observée avec quelques extraits. 


Aggl ut i niet i om O 
aprés addition de 500ug d’extrait 4 1 ml de sérum 
Modes d’extraction au 


‘al F 
1/640 | 1/1280 


Sons : Sj 
Chaleur : (C3 
Ultra-sons : US5 


USs5 aprés hydrolyse 
alcaline : 


Témoin agglutination 


qu'il se trouve en faible quantité dans l’extrait C, obtenu par la 
chaleur et qu’il est un peu plus abondant dans celui obtenu par 
les sons. 

Miller [9] a montré que les ultra-sons permettent de séparer du 
corps bacillaire des globules dont |’ensemble formerait l’anti- 
géne d’enveloppe K. Nous avons appliqué cetle technique a une 
suspension de germes cultivés sur cellophane ; elle donne des 
extraits, comme l’extrait US,, qui, 4 dose égale, inhibent moins 
fortement l’agglutination K que l’extrait C,, mais qui paraissent 
entiérement dépourvus d’antigéne O. Cependant, ce dernier n’est 
que masqué et l’hydrolyse alcaline de l’extrait US, le fait appa- 
raitre. L’avantage que présenterait l’extraction par les ultra-sons 
est donc illusoire. 


3° Essalg DE PURIFICATION. — Les extraits obtenus aprés 
extraction des germes par la chaleur et précipitation alcoolique 
contiennent des protéines (4 4 6 p. 100 de N) dont les nucléo- 
protéines, des lipides (2 a 4 p. 100 d’acides gras) et des polyo- 
sides. Nous avons cherché a purifier nos extraits soit par hydro- 
lyse, soit au moyen de techniques susceptibles d’éliminer les 
protéines ou les lipides. 


a) Hydrolyses. 

L’hydrolyse acide méme légére (acide acétique N/20 une heure 
a 100°) diminue trés fortement le pouvoir inhibiteur de l’extrait ; 
elle lui fait perdre aussi totalement son pouvoir précipitant vis- 
a-vis du sérum K (tableau IV). 

L’hydrolyse alealine (NaOH N/4 a 56° pendant deux heures), 
qui fournit un polyoside contenant tous les sucres présents dans 
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Yextrait de départ (C,H, pl. I), conserve apparemment intact 
le pouvoir précipitant de l’extrait vis-a-vis du sérum (néanmoins 
aucune étude quantitative n’a été faite), mais elle détruit totale- 
ment le pouvoir inhibiteur vis-a-vis de l’agglutination (tableau IV). 


b) Elimination des protéines. 


Action de la trypsine. — A 20 mg d’extrait see dissous dans 
1 ml de tampon borate pH 7,85 (4 ml borate N/10 + 6 ml HCl 
N/10), on a ajouté 0,2 ml d’une solution de trypsine a 0,1 p. 100 
en cau distillée et I goutte de toluéne. Un témoin ne contenant 
pas de trypsine a été préparé dans les mémes conditions. Aprés 
six jours 4 37°, les deux solutions, diluées a 10 ml, ont été pré- 
cipitées par l’alcool et les précipités, repris chacun dans 10 ml, 
ont été dialysés. L’inhibition de l’agglutination K produite par 
les deux solutions a été identique (tableau V, A). 

L’antigéne n’est done pas détruit par la trypsine, mais dans 
les conditions du traitement (avec ou sans trypsine) une grande 
partie de l’antigéne est détruite ; on récupére moins de 25 p. 100 
de l’antigéne de départ sans améliorer son activité. Ce procédé 
est donc impropre a la purification. 


Phénol. — Un essai d’extraction par le phénol 4 90 p. 100 par 
agitation a 37° pendant vingt-quatre heures a fourni deux frac- 
tions : ’une soluble et l’autre insoluble, toutes deux moins actives 
que l’extrait de départ. 

Aussi peu intéressante a été laction bréve du phénol (trente 
minutes a la température du laboratoire) suivie d’une dialyse 
a 4°, Aprés élimination de l’insoluble, l’activité reste dans Ja 
fraction soluble, mais le produit final n’est jamais plus actif que 
le produit de départ et parfois méme il ]’est moins. 


Technique de Sevag. — Li’agitation de l’extrait en présence 
de chloroforme répartit l’activité entre le gel de chloroforme et 
la fraction soluble dans l’eau, sans qu’on aboutisse a un pro- 
duit plus actif que le produit de départ. 


c) Elimination des lipides. 


Nous avons choisi la technique utilisée par Miles et Pirie (8], 
puis Davies [4]. L’extrait C, (germes cultivés sur gélose et lavés 
avant l’extraction par la chaleur) a été divisé en deux portions 
avant la lyophilisation : Pune a été gardée & — 30°, l’autre pré- 
cipitée & —5° par un mélange alcool-éther (V/V) acidifié par 


PLANCHE I. 


Chromatographie ascendante: butanol, acide acétique, eau. A, X, Y, Z+: sucres 
non identifiés ; Hex: hexose; Rib: ribose; Rh: rhamnose; Dés: désoxyribose. 
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Chromatographie descendante : dioxane, alcool isomylique, cau. NX: suere non 
identifié ; Hex : hexosamine ; Gal: galactose ; Gluc : glucose 
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Rham : rhamnose. 


. 
| 


Annales de l'Institut Pasteur. Mémoire L. CHAMBON, A.-M. STAUB 
T. 93. et M. BOURDET, 


Rham 


Mann. 


Gluc. 
Gal. . 


Hex. 


at aie Wee = aver 
PLANCHE II. 


MASSON BT GG, Biniwimtimes 


385 


PSEUDOMALLEI 


DE M., 


me 


r 


TIGENIQUE 


NSTITUTION AN 


C 


“seas opror.p gor °d 9% Juvud}UOD (%) ‘seas 


OeE/T O9T/T 08/T 


oprep OOT “4 g‘] o100u0 yueUo}U0D (7) 


UfomEy do; yBuTyNT3Zy 


ufowe, 4}e14xe 


23781} 4Te14xe 


% 0S 8 z(7HN)%0s 
Jed uotqeytd poss (9 


Ufoms} 4TBI4xKe 


(1) 937813 4Tea4x0 
uoTyepTdttegq (g 


amigs np uoTyntos 
BT 9p Tu T 


ane umdas 
5 ae sie aa 


susp quesoeud 
7Fe17x0,p BV 


“MH ougsTJUe] OP 9zATJOe] Ins szJUSUIEWTeI} SZOAIP Op uOTIOY 


uyOowSs, 4TeI4x0 


29 Fer} Yreszxe 
eufsdday (y 


quowe4peay 


= Myaraviy, 


386 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


0,5 p. 100 de HCl concentré. Le culot a été repris par de l'eau 
distillée glacée et de la soude jusqu’a dissolution du précipité, 
ce qui se produit a la neutralité. Aprés une deuxiéme précipi- 
tation et dissolution du précipité, la solution finale neutre a ete 
dialysée et lyophilisée ainsi que ]’extrait non traité. Le tableau V,B 
montre que le traitement de |’extrait ne lui a pas fait perdre son 
activité, mais les lipides ne furent que partiellement éliminés. Ce 


1,100;- 

= 

0,900 

0,700} 

0,500 

! 
CIO 250 270 290 
x 
Fic. 1. — Courbe d’absorption de Vextrait C, en ultraviolet. 


dernier résultat est d’ailleurs conforme & ceux obtenus par Miles 
et Pirie dont le produit purifié contenait encore un phospholipide. 


d) Elimination des nucléoprotéines. 


Nous avons tenté des précipitations fractionnées par le sulfate 
d’ammonium qui avaient donné de bons résultats a Davies [4]. 
Nos extraits précipitent abondamment aprés addition d’un volume 
6gal d’une solution saturée de SO,(NH,),. L’activité immunolo- 
gique se retrouve dans le précipité comme dans le surnageant 
mais le précipité est plus actif que le surnageant et plus actif 
que le produit de départ (tableau V, C). Il contient encore des 
nucléoprotéines (fig. 1). Contrairement au résultat de Davies. il 
ne nous a pas été possible de précipiter celles-ci par 
a 30 p. 100 de ee one ee aC 
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En résumé, aucun de ces essais ne nous a fourni une substan- 
tielle purification de nos extraits ; seule la précipitation par le 
sulfate d’ammonium a 50 p. 100 ‘de saturation a été retenue et 
cest en fait ainsi que furent préparés les extrails C,, C, et Cy. 
Nous donnons ci-aprés la technique exacte suivie pour ‘la pré- 
paration de l’extrait C,. 

Quinze boites de Petri (diamétre 15 cm) contenant la gélose 
nutritive recouverte d’un disque de cellophane, sont ensemencées 
avec 1 ml environ d’une culture en bouillon glucosé de vingt 
heures a 37°. Aprés vingt heures de culture a 37° , chaque disque 
est retiré de la boite de Petri et lavé avec environ 13 ml d’eau 
distillée neutre. La suspension microbienne trés épaisse ainsi 
obtenue est alors chauffée une heure a 100° au bain-marie, puis 
centrifugée. ‘Le surnageant bien limpide est additionné de 
4 volumes d’alcool; le précipité dissous dans de l’eau distillée 
est dialysé pendant quarante-huit heures. Aprés élimination du 
léger insoluble, la solution est alors précipitée deux fois par un 
égal volume d’une solution saturée de sulfate d’ammonium 
neutre. Le précipité, redissous dans l’eau, est dialysé jusqu’a 
élimination totale de Vion SO,, centrifugé pour éliminer 1’inso- 
luble apparu au cours de la dialyse et lyophilisé. Nous avons 
ainsi obtenu 46 mg d’extrait sec. 


Discussion. 


Si les divers procédés essayés pour purifier nos extraits ont 
abouti a un échec, ils ont du moins contribué a établir un fait 
certain : la trés grande fragilité de l’antigene K. Un séjour un 
peu prolongé a 87° a pH 7,8, l’action du phénol trente minutes 
a la température ambiante, puis a froid, suffisent pour le détruire 
en partie ou lui faire perdre une partie de son activité. Ceci n’est 
guere le fait des polyosides ; aussi serait-on enclin a attribuer 
a Vantigene K une nature protéinique (bien qu il ne soit pas 
attaqué par la trypsine) ou lipidique, puisque nous n’avons pas 
pu éliminer complétement les lipides de nos extraits. Ces extraits 
riches en polyosides ne contiendraient alors que trés peu d’anti- 
gene K, ce qui expliquerait qu’il faille en faire agir des quan- 
tités relativement importantes (63 wg au minimum) pour inhiber 
Vagglutination K. 

Nous avons vu cependant (tableau IL) que le lavage des germes 
élimine partiellement les polyosides, en particulier ceux dont 
'hydrolyse donne du glucose et du sucre X: le fait que cette 
élimination coincide avec une diminution de l’activité immuno- 
logique et que le glucose et le sucre X soient présents en grande 
quantité dans Vhydrolysat de l’extrait le plus actif C,, semble 
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indiquer que les polyosides de cet extrait ont un rdle dans lacti- 
vilé spécifique. On en vient ainsi & se demander s’ils n’entreraient 
pas dans la composition d’une grosse molécule complexe pro- 
iéido-lipido-glucidique qui constituerait dans son entier J’anti- 
gene K. 


En effet, nous avons montré que Vhydrolyse alcaline détruisait 
le pouvoir inhibiteur de nos extraits vis-a-vis de l’agglutination 
mais conservait intact leur pouvoir précipitant vis-a-vis du sérum. 
Cela rappelle ce qui se passe avec l’antigéne complexe O des 
Salmonella ; on a constaté (Davarpanah {5]) que 80 p. 100 des anti- 
corps précipitants pouvaient étre précipités d’un sérum de cheval 
anti-S. typhi par un polyoside sans que pour cela soit modifié 
son pouvoir agelutinant et, cependant, Morgan et Partridge {410} 
ont démontré d’une fagon formelle le réle joué par le polyoside 
spécifique dans l’agglutination des salmonelles. On peut done 
trés bien concevoir qu’il en soit de méme pour l’antigéne K du 
bacille de Whitmore. Celui-ci serait alors composé d’une partie 
polyosidique stable, constituée essentiellement par la combinaison 
de deux sucres (le glucose et un sucre encore indéterminé), et 
d'une autre partie (lipide ou protéide) facilement détachable du 
reste de Ja molécule. Les anticorps correspondant a cette fraction 
étant les plus nombreux parmi la mosaique d’anticorps qui 
constituent les agglutinines seraient seuls responsables du titre 
d’agglutination du sérum. 


Resume. 


On a cherché a isoler des cellules bactériennes de Malleomyces 
pseudomallei \’antigeéne responsable de l’agglutination K. On 
y parvient par chauffage des germes 4 100° dans l’eau distillée 
neutre, mais il est nécessaire que les germes aient élé cullivés 
sur un disque de cellophane recouvrant la gélose si l’on veut 
obtenir un extrait exempt de gélose. 


I] semble que Vantigene K soit constitué par un polyoside 
stable contenant essentiellement du glucose et un sucre encore 
indéterminé hé & une fraction trés facilement hydrolysable de 
nature inconnue. 


* 
x * 


Nous remereions vivement M. R.-O. Prudhomme qui a bien 
voulu traiter nos suspensions microbiennes par les ultra-sons, et 
M. J. Monod qui a mis & notre disposition son appareil de désin- 
\Sgration par les sons. 


——————— 
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SUMMARY 


ANTIGENIC CoNnstTITUTION or Malleomyces pseudomallei. 
III. MeruHops OF EXTRACTION AND FIRST ATTEMPTS TO PURIFICATION 
OF THE CAPSULAR [KC ANTIGEN. 


The authors have tried to isolate the K antigen from the cells 
of M. pseudomallei, They succeeded by heating the cells at 100° C 
in neutral distilled water ; but it is necessary that the cells be 
cultured on a cellophan paper covering the agar surface if an 
extract without agar is to be obtained. 

It seems that the K antigen represents a stable polysaccharide 
essentially consisting of glucose and a not yet determined sugar, 
linked to a very easily hydrolysable fraction of unknown nature. 
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ETUDES SUR LA TOXINE R2 DU BACILLE TYPHIQUE 
VI. ACTION TOXIQUE EXPERIMENTALE 


D — EFFETS SUR LA GLYCEMIE 


par M. DIGEON (*) et M. RAYNAUD (**) 
(avec la collaboration technique de M™ Jeanne RIZA). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


On connait depuis longtemps l’action hyperglycémiante des 
endotoxines des salmonelles. Menten et Manning [4, 2] obser- 
verent en 1924 de l’hyperglycémie chez les lapins atteints de 
salmonellose (infection par S. enteritidis ou S. paratyphi B). Ils 
constatérent alors que Vinjection de germes tués provoquait la 
méme réaction. Cette propriété des bactéries Gram négatives fut 
confirmée par de nombreux auteurs (Zeckwer et Goodell [3], 
Evans et Zeckwer [4], Levine et Kolars [5], Delafield {6}). Elle 
est due a une substance soluble, l’endotoxine (Menten {7, 8)). 

Par la suite, Delafieid d’une part [9], Boivin et Mesrobeanu [10} 
d’autre part, montraient que Vantigéne O extrait des formes 
« smooth » soit par digestion trypsique et précipitation alcoolique 
(antigéne de Raistrick et Topley), soit par lacide trichloracétique 
(antigéne de Boivin) provoque chez le lapin de lhyperglycémie 
suivie d’hypoglycémie et iaccompagnée d’hyperlactacidémie, ce 
que confirment Kun et Miller [41], en méme temps que la dimi- 
nution du glycogéne du foie. 

Ces troubles du métabolisme hydrocarboné ont été étudiés par 
Boquet et Izard {42} chez le lapin, par Cameron, Delafield et 
Wilson [43] et par Takeda et Yashima [414] chez rats et sours. 

Nous avons voulu savoir si la toxine R2 (1) extraite des formes 


(*) Chargée de Recherches 4 1’Institut National d’Hygiéne. 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 décembre 1956. 


(1) Pour la bibliographie générale concernant cette toxine, Voir 


premiére partie « Caractéres généraux de ]’intoxication ». Ann. Inst. 
Pasteur, 1957, 92, 642. 
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« rough » de S. typhi et dépourvue d’antigéne O avait une action 
semblable, et nous avons recherché son influence sur le taux du 
sucre sanguin. L’étude a été faite sur alpins et sur rats. 
Lapins : Les prélévements de sang ont été faits sur héparine et 
fluorure par ponctions cardiaques, avant injection de la toxine, 
puis trente minutes aprés et toutes les heures jusqu’a la mort de 
animal. Nous avons contrdlé sur des animaux témoins que les 
ponctions cardiaques répétées n’aménent pas de variation de la 
glycémie ; les faibles variations observées sont dans le sens d’une 
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Fic. 1. — Influence de la toxine R2 sur la glycémie des Japins. 


diminution. Les animaux témoins ont supporté jusqu’a neuf ponc- 
tions cardiaques, en six heures, sans présenter de trouble m 
pendant l’expérience, ni les jours suivants. 


Les dosages, faits sur des prises d’essai de 0,1 ml, ont été 
effectués le jour méme par la méthode de Hagedorn-Jensen [15]. 
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A titre d’exemple, nous donnons sur la fig. 1 les résultats trouvés 
apres injection de doses mortelles de toxine R2. On observe une 
forte augmentation de la glycémie. Le taux est maximum deux 
heures ou irois heures aprés injection, puis redescend. Nos ant- 
maux meurent généralement au cours de la partie descendante 
de la courbe, mais avec encore une forte hyperglycémie. Avec 
une dose trés forte (4 mg g/kg), le lapin est mort avant la descente 
de la courbe. 

Rals : Les prélévements de sang ont été faits comme chez les 
lapins, par ponction cardiaque, avec une seringue héparinée, mais 
il est impossible de faire chez ces petits animaux un nombre de 
fonctions consécutives aussi grand que chez les lapins. 

Dans une premiére série d’expériences, chaque animal a été 
ponctionné une seule fois. Des lois de 12 rats ont regu par voie 
intraveineuse, une dose mortelle, soit de toxine R2, soit d’anti- 
géne O Boivin. Six animaux étaient ponctionnés quinze a trente 
minutes aprés injection (le délai si bref de quinze a trente minutes 
apres injection a été choisi en rapport avec le fait que la dispa- 


Influence de la toxine R2 et de l’antigéne O Boivin sur la glycémie 
des rats *. Doses injectées : Toxine R2 : 5000 ng. Antigéne O 
5 000 BS: 
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rilion des polynucléaires du sang circulant avail été observée 
dans ce délai et non plus tard). Les autres animaux étaient ponc- 
tionnés trois heures aprés injection. Les dosages du sucre san- 
guin ont également été faits sur des témoins neufs et sur des 
témoins ayant regu une injection intraveineuse d’eau physiolo- 
gique. Le tableau I donne les résultats trouvés. On observe une 
faible hyperglycémie quinze a trente minutes aprés injection et 
une nette hypoglycémie trois heures aprés. 

Etant donné les écarts assez considérables cbservés entre les 
taux de sucre sanguin des différents animaux, méme chez les 
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Fic. 2. — Influence de la toxine R2 sur la glycémie des rats. Témoins : moyenne 


de 12 rats témoins. Toxine R2 : moyenne de 12 rats ayant recu une dose mortelle 
de toxine R2. 


animaux neufs, il nous a paru préférable de suivre, comme chez 
les lapins, le taux de glycémie de chaque animal avant et aprés 
injection de toxine. 


Dans une seconde série d’expériences, nous avons pratiqué sur 
chaque animal une ponction cardiaque avant inoculation de 
toxine, une deuxiéme ponction une heure aprés |’injection et une 
troisiéme ponction quatre heures aprés. Un lot de 12 rats a recu, 
par vole intraveineuse, une dose mortelle de toxine R2 (1 mg de 
préparation toxique sous un volume de 0,5 ml), tandis que 6 rats 
témoins recevaient le méme volume d'eau physiologique et que 
6 autres témoins subissaient seulement Jes trois ponctions car- 
diaques successives sans recevoir d'injection. Les résultats sont 
portés sur la fig. 2 et confirment Vhyperglycémie (plus marquée 
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‘ . . sume 5) a 
une heure apres l’injection que trente minutes aprés) suivie d’hypo 
glycémie. Les témoins des deux lots réagissant de maniére 
semblable ont été groupés. 


DiscussION. 


Les résultats obtenus montrent que l’action de la toxine R2 
extraite des formes « rough » de S. typhi, sur la glycémie des ani- 
maux, est tout a fait comparable a celle de l’antigene O extrait de 
eermes précédemment étudiés par les différents auteurs (germes 
en forme « smooth »). : 

Les lapins intoxiqués présentent une forte hyperglycémie, la 
glycémie pouvant atteindre et méme dépasser le triple du taux 
normal. 

Chez les rats, lhyperglycémie est moins accusée ; l’hypo- 
elycémie, au contraire, est trés marquée et apparait beaucoup 
plus rapidement que chez les lapins. 

Boivin (40] a formulé Vhypothese (déja émise par Evans et 
Zeckwer [4] que l’antigéne O agit sur les surrénales et provoque 
une décharge d’adrénaline, avec l’effet habituel de cette décharge : 
hyperglycémie et hyperlactacidémie. 

Feldman et Gellhorn [46] ont montré que les rats surrénalecto- 
misés ne font pas d’hyperglycémie, mais seulement de I’hypo- 
glycémie. Ils notaient en méme temps que les rats auxquels on 
a sectionné le pneumogastrique font une hyperglycémie plus mar- 
quée et plus prolongée que le rat normal, tandis que chez les rats 
a la fois vagotomisés et surrénalectomisés, le taux du sucre san- 
guin n’est pas modifié. 

Boquet et Izard {42} ont vérifié Vhypothése d’une décharge 
d’adrénaline provoquée par l’endotoxine O. Us montrent que la 
dihydroergotamine, qui selon Rothlin [47] supprime V’hypergly- 
cémie adrénalinique, réduit la glycémie des lapins intoxiqués par 
lantigéne O et aggrave leur intoxication tandis que la dibénamine 
qui, selon Nickerson et Goodman [48], n’atténue pas Vhyperegly- 
cémie adrénalinique, ne diminue pas non plus l’hyperglycémie 
provoquée par l’endotoxine. 

Takeda et ses collaborateurs [44, 19] ont montré que Vinjection 
d’endotoxine ne provoque pas d’hyperglyeémie chez les lapins 
surrénalectomisés. Is ont observé en outre absence d’hypergly- 
cémie chez les lapins ou les rats, si on leur injecte l’endotoxine 
apres avoir sectionné la moelle épiniére entre la troisiéme et la 
quatriéme vertébre thoracique ou au-dessus. Ils en concluent 
que l’endotoxine agit sur le systéme nerveux central dont les sti- 
muli sont transmis a la surrénale par le nerf splanchnique. 
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Penner et Klein [20], étudiant ]’intoxication dysentérique sur 
des chiens ont prouvé par une expérience de circulation cérébrale 
croisée l’action sur le systeme nerveux central: le chien dont 
le cerveau est irrigué par le sang d’un deuxiéme chien recevant 
la toxine, présente hyperglycémie et lésions viscérales. Le deuxi¢me 
chien qui recgoit la toxine (par voie intraveineuse) mais dont le 
cerveau est irrigué par le sang de l’autre chien, ne présente pas 
ces symptomes. 

En ce qui concerne l’hyperglycémie provoquée par ]’endotoxine, 
il faut encore noter le rapport observé avec ’ ACTH. Takeda et 
ses collaborateurs, s’appuyant sur l’action hyperglycémiante de 
ACTH, pensent que l’endotoxine agirait sur le systéme nerveux 
central dont les stimuli transmis au lobe antérieur de l’hypophyse 
activeraient la sécrétion d’ACTH qui stimule la sécrétion d’hor- 
mone corticale. 


CONCLUSIONS. 


L’action hyperglycémiante des endotoxines, par excitation des 
surrénales et décharge d’adrénaline, semble bien établie. Le role 
éventuel du systéme nerveux central n’est pas complétement élu- 
cidé. Il est certain que cette action sur la glycémie n’est pas lée 
aux éléments antigéniques spécifiques de l’antigéne O, puisque 
la toxine R2, dépourvue de ces éléments, présente une action 
identique. 

On peut penser, soit que les préparations d’antigéne O et les 
préparations toxiques R2 contiennent une méme toxine mélangée 
a des antigénes différents, soit que ces deux sortes de préparations 
sont des mélanges de plusieurs toxines et posséderaient un élé- 
ment toxique commun. 


R&sSuME. 


Les effets de la toxine R2 (extraite des bactéries en forme 
« rough » de S. typhi) sur la glycémie ont été étudiés chez les 
lapins et chez les rats. La toxine R2 provoque chez le lapin une 
forte hyperglycémie maxima, deux ou trois heures apres l’injec- 
tion ; avec une dose élevée de toxine, le taux de sucre peut dépas- 
ser le triple du taux normal. Chez le rat, on observe, une heure 
aprés l’injection, une hyperglycémie nette mais beaucoup moins 
accusée (augmentation de 40 p. 100), suivie d’hypoglycémie (dimi- 
nution de 40 p. 100 trois heures aprés injection). 

Les effets de la toxine R2 sur la glycémie sont absolument 
comparables 4 ceux de l’antigéne O. 
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SUMMARY 


Srupies on Salmonella typhi R2 Toxin. 


D. — EFFECTS ON GLYCEMIA. 


The effects of R2 toxin (extracted from S. typhi R form) on 
glycemia have been studied in rabbits and in rats. In rabbits 
R2 toxin induces a marked glycemia, wich is maximum 2 to 3 
hours after injection; with high doses of toxin, the glucose titer 
may be more than three times higher than normal. In rats, a 
hyperglycemia is observed one hour after inoculation, but it is 
much less marked (increase of 40 °,) and is followed by hypo- 
glycemia (decrease of 40 °/,) three hours after injection. 

The effects of R2 toxin on glycemia are quite similar to those 
of O antigen. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Menten (M. L.) et Mannina (H. M.). J. Med. Res., 1924, 44, 675. 

[2] Menren (M. L.) et Mannine (H. M.). J. inf. Dis., 1925, 37, 400. 

[3] Zeckwer (J. T.) et Gooven (H.)..J. exp. Med., 1925, 42, 43. 

[4] Evans (C. L.) et Zecxwer (I. T.). Brit. J. exp. Path., 1927, 8, 280. 

[5] Levine (V. E.) et Kotars (J. J.). Proc. Soc. exp. Biol., 1926, 24, 36. 

[6] Dexarietp (M. E.). J. Path. Bact., 1931, 34, 177. 

[7] Menren (M. L.). J. inf. Dis., 1926, 38, 354. 

[8] Menten (M. L.) et Kine (C. G.). J. inf. Dis., 1930, 46, 275. 

[9] Devarietp (M. E.). Brit. J. exp. Path., 1934, 45, 130. 

[40] Borvin (A.) et Mesrorgeanu (L.). C. R. Soc. Biol., 1934, 147, 273. 

[41] Kun (E.) et Mmuer (C. P.). Proc. Soc. exp. Biol., 1948, 67, 221. 

(42) Boounns(P)) et Izann QW). Ga Re SOC a Biol mel O5i ed aomoole 

[43] Cammron (G. R.), Detarrenp (M. E.) et Witson (J.). J. Path. Bact., 
1940, 51, 223. 

[44] Taxepa (Y.) et Yasmima (I.). Jap. J. exp. Med., 1952, 22, 397. 

[45] Hacevorn (H. C.) et Jensen (B. N.). Bioch. Z., 1923, 135, 46. 

[46] Fetpman (J.) et GrtiHorn (E.). Endocrinology, 1941, 29, 141. 

[47] Rorntin (E.). J. Suisse Méd., 1946, 76, 1254. 

[48] Nickerson (M.) et Goopman (L. S.). J. Pharmacol. exp. Therap., 
19475 89) G67. 

[49] Taxepa (Y.) Kasaz (N.), Tucnrya (I.), Miura (Y.) et Naxapa (H.). 
Jam J-exp. Med. 195i, 2h ear 

[20] Penner (A.) et Kiem (S. H.). J. exp. Med., 1952, 96, 59. 


CONTRIBUTION A LETUDE DE LA SYSTEMATIQUE 
DES PSEUDOMONADACEAE 


par J. BRISOU (*). 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies) 


Si les publications consacrées aux Pseudomonadaceae se mul- 
liplient depuis quelques années, la confusion demeure en ce qui 
concerne leur taxonomie. La nécessité d’unification et d’entente 
que l’on souhaiterait invite 4 publier une classification non pas 
nouvelle, mais remaniée, de cette vaste famille ot l’on ne compte 
pas moins de 400 espéces. 

Des aménagements de quelques. genres: Achromobacter et 
Acinetobacter notamment, ont été proposés au cours de ces der- 
méres années [4, 2, 3, 4]. 

Récemment encore nous avons insisté sur l’intérét du genre 
Acinetobacter qui permet de classer aisément et de fagon satis- 
faisante bon nombre de bactéries immobiles, coccoides, & Gram 
négatif, achromogeénes, de culture facile, trés répandues dans !a 
nature et assez fréquentes en clinique humaine [5]. 

Un travail récent de Thomas et collaborateurs remet en ques- 
tion —— en passant du reste sous silence les publications fran- 
caises parues sur ce sujet — le cas de l’Alcaligenes fecalis [6}. 

La simple morphologie et la disposition lophotriche des cils 
suffisent aux auteurs cités pour proposer la constitution d’un genre 
nouveau qu’ils nomment Lophomonas. L’espéce type en est 
Fecalis alcaligenes autour duquel gravitent d’autres bacteries 
caractérisées par l’inaction sur les sucres, l’alcalinisation du lait 
au bleu de tournesol. La plupart des germes décrils sont pro- 
ducteurs d’hydrogéne sulfuré, réduisent les nitrates en nitrites, etc. 

Nous avons depuis longtemps inclus Alcadigenes fecalis dans le 
genre Achromobacter ot il se retrouve avec un certain nombre de 
bactéries trés voisines. 

Une révision du plus grand nombre possible d’espéces décrites 
dans les trailés el différentes études originales permettent de 
regrouper tous les germes 4 Gram négatif asporulés, chromo- 
génes ou achromogenes, mobiles ou immobiles dans les groupes 
de J. Magrou et A.-R. Prévot (1948) qu’il a été nécessaire de rema- 
nier légérement pour tenir compte des acquisitions récentes. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 4 avril 1957. 
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Diérinition pes Pseudomonadaceae (Winslow). 


On peut envisager actuellement la définition suivante : bacilles 
4 Gram négatif, mobiles ou immobiles, asporulés. Formes allon- 
gées ou trés courtes assez fréquentes. Certaines espéces pré- 
sentent des vacuoles intracellulaires. Culture en général aisée. 
Aérobies de prédilection. Nombreuses espéces chromogénes 
donnant soit des pigments solubles diffusant dans le milieu, soit 
des pigments insolubles imprégnant les enduits bactériens. Quel- 
ques especes sont luminescentes. Métabolismes trés  variés ; 
espéces répandues dans tous les milieux et tous les régnes. On 
compte a l’heure actuelle plus de 400 espéces. 


ELEMENTS D ORIENTATION. 


A. SECRETION DE PIGMENT. — a) Colorants vert, bleu, brun ou 
rougeatre, fluorescents, hydrosolubles, diffusant dans les milieux 
de culture, n’imprégnant pas les colonies microbiennes. Pigments 
appartenant chimiquement au groupe des phénazines. 


Genre : Pseudomonas. 


b) Pigments violet, rouge ou jaune, peu solubles ou _inso- 
lubles dans l’eau, ne diffusant pas dans les milieux de culture, 
imprégnant franchements les enduits microbiens : 


1° Violet : du groupe des pyrrylméthénes : 

Genre : Chromobacterium. 

2° Jaune ou jaune d’or : du groupe des caroténoides et dérivés . 
a) Germes mobiles : 


Genres : Flavobacterium, Xanthomonas (Phytopathogénes), Pro- 
taminobacter ; 


b) Germes immobiles : Empedobacter. 
3° Rouge ou rose du groupe des dipyrrylméthénes : 
Genre : Serratia. 


B. BactERies AcHRoMoGENES. -—— Colonies opaques, translucides 
ou bleutées, parfois irisées : 


a) Germes mobiles : 


Genres: Phytobacterium (Phytopathogeénes), Agrobacterium 
(tumeurs des plantes), Erwinia, Achromobacter ; 
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b) Germes immobiles : 


Genres : Acinetobacter, Mycoplana. 


Il s’agit la, bien entendu, d’un simple tableau d’orientation. Le 
diagnostic des bactéries n’élaborant aucun pigment est parfois 
délicat. Il faut souligner également le caractére éphémére de la 
chromogénése chez certaines espéces et la nécessité pour leur 
étude de faire appel a des artifices de culture sur des milieux 
spéciaux. 

La systématique que l’on propose tient le plus grand compte 
de la chromogénése qui caractérise au moins 50 p. 100 des Pseu- 
domonadaceae. On s’étonne du reste que ce caractere si remar- 
quable n’ait encore jamais été envisagé dans la définition de la 
famille. 


CLE DE DETERMINATION. 


Il convient actuellement de diviser les Pseudomonadaceae en 
trois tribus : Pseudomonadeae, Achromobactereae, Chromobac- 
lereae. 


TRIBU I. — Pseudomonadeae, Kluyver et Van Niel. 


Cette tribu groupe 5 genres et non 6 comme en 1948. On y ras- 
semble les Pseudomonadaceae chromogénes a pigments solubles 
et des espéce achromogénes phytopathogénes. 


Genre I. — Pseudomonas (Migula) : Batonnets monotriches ou 
Jophotriches, asporulés, Gram négatif. Pigments verts fluorescent, 
bleu ou jaune, brun ou rouge, solubles dans l’eau, diffusant dans 
les milieux de culture, appartenant au groupe des phénazines. 
Colonies microbiennes non colorées par le pigment. Parfois reflets 
métalliques des cultures sur gélose. Fermentation fréquente de 
quelques sucres. Odeur de triméthylamine ou de coumarine chez 
quelques espéces. Espéces trés répandues dans le sol, les eaux. 
Quelques spécimens pathogénes pour l’homme et les animaux. 
Espéce type : Pseudomonas aeruginosa. 


Genre II. — Phytobacterium J. Magrou et A.-R. Prévot, 1948 : 
Batonnets Gram négalif, asporulés, mobiles. Cils polaires. Cul- 
tures sur gélose: grisdtres ou blanchatres. Pathogénes pour les 
plantes. On les rencontre sur le sol et dans les eaux. Il en existe 
quelques espéces marines (J. Brisou). De nombreuses souches 
cultivent en donnant des colonies visqueuses ou butyreuses. Pas 
de pigmentation des milieux. Parfois, teinte sale des colonies. 
Optimum de croissance de 20 4 25°. Type Phytobacterium fabae. 
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Genre III. — Agrobacterium Conn, 1942 : Batonnets asporulés 
Gram négatif. mobiles. Cils polaires. Production de CO, dans les 
milieux synihétiques. Colonies blanchatres ou discrétement rosces. 
Ces bactéries utilisent l’azote ammoniacal et celui des nitrates. 
Croissent entre 25° et 30°. Parasitent les racines des plantes et 
y provoquent des hyperplasies. Espéce type : Agrobacterium 
tumefaciens. 


Genre IV. — Erwinia Winslow et coll. : Batonnets asporulés, 
Gram négalif, mobiles, ciliature péritriche en général. Attaquent 
un certain nombre de sucres dont souvent le lactose avec dégage- 
ment gazeux. Ce caractére a fait confondre les Erwinia avec des 
Enterobacteriaceae. Ces bactéries sont tres proches des Phytobac- 
terium, puisqu’elles sont agents de pourritures de plantes. Sol ; 
eaux souillées de débris végétaux. Espéce type : Erwinia betivora. 


Genre V. — Aplanobacter (Smith) J. Magrou et A.-R. Prévot : 
Le Bergey’s Manual le cite dans la liste des synonymes du genre 
Bacillus de Cohn. Pour la taxomonmie francaise, le genre Bacillus 
ne comprend que des espéces Gram positif, sporulées. Ici, au 
contraire, nous avons affaire a des batonnets asporulés, Gram 
négatif, immobiles, phytopathogénes. Formation de courtes chai- 
nettes. Cultures faciles sur les milieux usuels. Cerlaines espéces 
sont cellulolytiques. Jusqu’ici on admettait quelques souches chro- 
mogénes. C’était une source de confusion. Les spécimens sécré- 
teurs de pigments jaunes ont été reportés dans le genre Empedo- 
bacter de la tribu des Chromobacterae, créé justement pour ras- 
sembler les germes immobiles producteurs de pigments jaunes 
insolubles. Espéce type : Aplanobacter acidulum. 


TRIBUTE 


Achromobactereae, J. Magrou et A.-R. Prévot. 


On groupe dans cette tribu un grand nombre de bactéries achro- 
mogenes, Gram négatif, mobiles ou non; dénuées de pouvoir 
pathogéne pour les plantes, mais que l’on rencontre assez fré- 
quemment en clinique humaine, le sol, les eaux douces ou marines, 
les denrées alimentaires. 


Genre I. — Achromobacter (Bergey) J. Brisou et A.-R. Prévot : 
Pseudomonadaceae achromogénes ne comprenant pas d’espéces 
phytopathogénes. Batonnets mobiles, Gram négatif, coloration 
parfois bipolaire. Variations R, S et M fréquentes. Ciliature 
polaire ou péritriche. Culture aisée en dehors de quelques espéces 
adaptées a la vie maritime. Gélose : enduits abondants, vernissés 
teinte café au lait de certaines vieilles cultures (comme chez les 
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Proteus). Les Achromobacler ne sont jamais gazogénes. Trés 
répandus dans la nature : eaux, sol, fruits de mer, eaux d’égouts, 
fumiers ; espéces pathogénes pour l’homme, les animaux a sang 
chaud ou animaux a sang froid, etc. Espéce type : Achromobacter 
iophagum. 


Genre II, — Acinetobacter Brisou et Prévot : Ce genre a été 
créé pour séparer les Achromobacter immobiles des espéces 
mobiles. Batonnets immobiles, Gram négatif, souvent trés courts 
et coccoides. Culture facile. Assez nombreuses espéces pathogénes 
pour homme. Trés répandus dans la nature. Espéce type: 
Acinetobacter anitratum. 


Genre III. — Mycoplana Gray et Thorton, 1928 : Bactéries du 
sol, batonnets Gram négatif, asporulés, mobiles, formes ramifiées 
dans les cultures jeunes. Longs cils polaires. Pas de pigments. 
Sans action sur les sucres courants. Attaquent les phénols. Aéro- 
bies. Espéce type : Mycoplana bullata. 


TRIBU Ill. — Chromobactereae, Magrou et Prévot. 


Cette tribu rassemble les Pseudomonadaceae chromogénes a pig- 
ments imprégnant fortement les colonies microbiennes, pigments 
violets, jaunes, jaune d’or ou rouges. 


Genre I. — Chromobacterium Bergonzini : Batonnets asporulés, 
mobiles, Gram négatif, aérobies, élaborant un pigment violet ou 
bleu violet, insoluble dans l’eau et le chloroforme, appartenant 
au groupe du pyrrylméthéne. Bactéries faciles 4 cultiver, sans 
action sur le lactose. On les rencontre dans le sol, les eaux. Cer- 
taines espéces peuvent étre responsables d’affections trés graves 
chez homme ou les animaux. Espéce type : Chromobacterium 
violaceum. 


Genre II. — Flavobacterium Bergey : Ce genre trés riche est 
représenté par des bactéries en forme de batonnets mobiles, Gram 
négatif, asporulés. Enduits jaune, jaune-citron ou jaune d’or dans 
les cultures sur milieux solides. Colorants appartenant au groupe 
des caroténoides. Faible activité glucidolytique. Non gazogénes a 
de rares exceptions prés. Nombreuses espéces indologénes et pro- 
ductrices d’H,S. Quelques spécimens sont cellulolytiques, étaient 
autrefois classés dans le sous genre Cellulomonas. I] existe un 
petit nombre de Flavobacterium adaptés a la vie maritime. Espéce 
type : Flavobacterium okeanokoites. 


Genre III. — Xanthomonas Dowson : Ce genre appartenait a la 
tribu.des Pseudomonadaceae, mais la sécrétion d’un pigment jaune 
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justifie, nous semble-t-il, son transfert dans la tribu des Chromo- 
bactereae. La classification y gagne en homogénéité et en intéret 
pratique : batonnets Gram négatif, mobiles, asporulés. Sécrétion 
d’un pigment jaune ou jaune d’or. Quelques especes cellulolytiques 
(anciens Cellulomonas). Ces espéces sont phytopathogenes. Espéce 
type : Xanthomonas beticola. 


Genre IV. — Empedobacier J. Brisou, 1956 : Nous avons eréé 
ce genre pour y regrouper les espéces chromogénes a pigment 
jaune immobiles autrefois considérées comme des Xanthomonas, 
des Flavobacterium ou des Cellulomonas. Il s’agit done de baton- 
nets immobiles, Gram négatif, sécrétant un pigment jaune ou 
jaune d’or. Culture aisée sur les milieux usuels. Quelques espéces 
cellulolytiques. On rencontre ces germes dans le sol, les eaux et 
dans l’air. Ils sont assez répandus. Espéce type : Empedobacter 
bufo. 


Genre V. — Protaminobacter den Dooren de Jong : Genre peu 
important, ne comprenant que deux espéces assez proches ren- 
contrées dans le sol: bacilles mobiles ou peu mobiles. Gram 
négatif ; asporulés, capables d’attaquer les alkylamines inférieures 
telles que la diméthylamine. Ce caractére métabolique n’a rien de 
singulier et ne permet pas a lui seul l’individualisation d’un genre. 
Des expériences en cours montreront probablement que bien 
d’autres germes chromogénes sont susceptibles de métaboliser 
les alkylamines inférieures. Espéce type : Protaminobacter albo- 
flavum ; l'autre espéce est: Pr. rubrum a pigment rouge. 


Genre VI. — Serratia (Bizio), Breed emend : Batonnets mobiles 
asporulés, Gram négatif, sécrétant des pigments rouge vif, rose 
ou rouge brique peu solubles ou insolubles dans l’eau, colorant 
fortement les enduits microbiens, appartenant au groupe des 
dipyrrylméthénes. I] existe des formes trés courtes qui ont fait 
attribuer a tort l’épithete de Micrococcus & ces microbes. Espéces 
assez répandues dans la nature. Type : Serratia marcescens. 

On peut alors résumer la vaste famille des Pseudomonadaceae 
de la facon suivante : 

A été supprimé : le genre ou sous-genre Cellulomonas. 

Transfert : le genre Xanthomonas réduit aux espéces chromo- 


génes mobiles a pigment jaune a pris place dans la tribu des 
Chromobactereae. 


Genres nouveaux : Acinetobacter, correspondant aux Achromo- 
bacter immobiles. Empedobacter, rassemblant les Chrombactereae 
a pigment jaune immobiles. 

F La suppression du sous-genre Cellulomonas est justifiée par 
es raisons d’ordre biochimique et donne une indiscutable homo- 
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TRIBUS 
a eee 
PSEUDOMONADEAE ACHROMOBACTEREAE CHROMOBACTEREAE 
Genre I : Pseudomo- Genre I : Achromo- Genre I Chromo- 
nas bacter bacterium 
Genre Il : Phytobac- Genre II: Acineto- Genre II ; Flavobac- 
terium bacter terium 
Genre Ill: Agrobac- Genre III: Mycoplana Genre lll : Empedo- 
terium bacter 
Genre 1V : Xantho- 
Genre IV : Erwinia — monas 
Genre V: Aplano- Genre V : Protami- 
bacter — nobacter 
= _— Genre VI : Serratia 
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généité a Vensemble du groupe. Des travaux récents, ceux de 
Clarke et Tracey [7] en particulier, ont montré, en effet, que la 
cellulolyse est une propriété assez largement répartie ‘dans le 
monde microbien, tout comme la chitinolyse, la lipolyse, la géla- 
tinolyse, etc. Un seul caractére singulier ne justifie pas individua- 
lisation d’un genre. 

Le genre Cellulomonas groupait, en outre, des espéces chromo- 
génes et achromogeénes, ce qui constituait une source de confusion. 
Comme nous l’avons dit au début, la chromogénése constitue un 
facteur primordial, frappant, qui permet rapidement d’orienter 
un diagnostic. Il y a donc lieu de la prendre en considération 
avant la cellulolyse. Les Cellulomonas chromogénes ont donc été 
transférés dans la tribu des Chromobactereae et les achromogénes 
dans le genre Phylobacterium pour les espéces phytopathogénes 
ou Achromobacter pour les espéces banales, dénuées d’agressivité 
vis-a-vis des végétaux. 


SUMMARY 
STUDIES ON THE TAXOMONY OF THE Pseudomonadaceae Group. 


The author stresses the fact that the Pseudomonadaceae group 
must be revised. He points out the elements of orientation within 
the group and the main lines of the classification, and he reviews 
the essential parts of the determination keys. 

Chromogenesis plays an important part in the new taxonomy, 
which should comprise three groups and the following genera : 
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I. — Group of the Pseudomonadaceae, genera : Pseudomonas, 
Phytobacterium, Agrobacterium, Erwinia, Aplanobacter. 


II. — Group of the Achromobactereae, genera : Achromobaceter, 
Acinetobacter, Mycoplana. 


Ill. — Group of the Chromobaclereae, genera : Chromobacte- 
rium, Flavobacterium, Xanthomonas, Empedobacter, Protamino- 
bacter, Serratia. 

The genus Cellulomonas is cancelled. The genus Xanthomonas 
is transferred into the Chromobactereae group. Two new genera 
are created : Acinetobacter and Empedobacter. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 4 Juillet 1957 


Présidence de M. Prevor 


NECROLOGIE 


P. FORGEOT 
(1878 - 1957) 


C’est encore de l’un de ses plus anciens membres que la Société de 
Microbiologie déplore aujourd’hui la disparition. 

A sa sortie de l’Ecole d’Alfort, en 1901, Forgeot était entré dans le 
corps vétérinaire de ]|’Armée. Peu d’années aprés, obéissant 4 l’attirance 
de la discipline encore nouvelle qu’était la microbiologie, il s’inscrivit 
au cours de l'Institut Pasteur ; son destin était alors fixé ; il devait. 
pendant trente ans, associer ou remplir alternativement des fonctions 
de caractére purement militaire et les obligations de l’>homme de labo- 
ratoire. 

En 1907, Maurice Nicolle l’accueille dans son service ; Forgeot conserva 
toujours la marque de ce grand pasteurien. En 1913, il a acquis une 
maitrise suffisante pour qu’on le charge d’organiser et d’équiper 
l'Institut de Bactériologie Vétérinaire de Pendik-Istanbul. L’année 
suivante, la déclaration de guerre le rappelle en France ; de 1914 a 
1918, il fera campagne avec le corps expédilionnaire aux Dardanelles, en 
Egypte et a Salonique. 

Il reprend ensuite sa place 4 l'Institut Pasteur. En 1925, il repart 
pour la Turquie, ot pendant cing ans, a |’Institut de Pendik-Istanbul, 
dont la direction lui a été confiée, il méne de front, travaux de recherche, 
enseignement et préparation de sérums et vaccins. 

A son retour en France, il devient Chef du Laboratoire de Microbiologie 
Alimentaire de l’Inspection Générale des Subsistances Militaires. En 
1936, il prend sa retraite avec le grade de Vétérinaire-Colonel. L’Institut 
Pasteur le nomme alors Chef de Laboratoire ; il restera désormais parmi 
nous et ne cessera de travailler que quelques mois avant sa mort. 

Au cours d’une carriére longue et diverse, notre collégue a abordé de 
multiples sujets , ses travaux les mieux connus concernent la vaccination 
contre la clavelée, certaines affections enzootiques du bétail déterminées 
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par W. perfringens, la paraplégie infectieuse du cheval, la morye et fa 
gourme. Il était l’auteur d’un important Traité des maladies infectieuses 
et conlagieuses d’origine microbienne des animaux domestiques, dont 
l’édition fut rapidement épuisée. 

Sous des dehors empreints de modestie et de simplicité, Forgeot posseé- 
dait une vaste expérience de la pathologie animale ; son sens critique, 
qu’il exercait volontiers, reposait sur les assises d’une formation hbacté- 
riologique acquise aux meilleures sources. 

Notre regretté collégue respirait la droiture ; d’un accueil toujours 
cordial, il appelait sympathie et confiance. L’annonce de sa mort a été 
ressentie avec une vive émotion par tous ceux qui i’ont connu, et c'est 
avec une profonde tristesse que nous saluons aujourd’hui sa mémoire. 


Jal, dj. 


COMMUNICATIONS 


ESSAIS D’EXALTATION DU POUVOIR TOXIQUE 
DE V/BRIO CHOLERAE 


I. — JN VIVO CHEZ LES JEUNES LAPINS 


par Jean GALLUT. 


(Institut Pasteur) 


Il est généralement admis, et nous l’avons observé nous-méme bien 
souvent, que le pouvoir toxigéne de V. cholere s’affaiblit, plus ou moins 
rapidement suivant les souches, par la conservation de celles-ci au labo- 
ratoire en milieux usuels ou méme A l'état lyophilisé. La recherche 
d’une méthode permettant de restaurer Ja toxicité originelle de ce 
microbe présente donc un intérét certain. Diverses modalités peuvent 
tre envisagées & cet effet : lune d’elles consiste en lutilisation des 
animaux d’expérience. 

Le passage en série du vibrion cholérique par des animaux infectés 
par voie parentérale, 4 dose mortelle, ne permet pas d’augmenter le pou- 
voir toxigéne de ce germe qui, inoculé par cette voie, les tue trop rapi- 
dement et sans produire chez eux linfection intestinale propre au 
choléra humain. La production d’un vérilable choléra expérimental, 
évoluant dans des délais analogues 4 ceux relevés chez l’homme, devrait 
a priori permettre d’observer une modification des vibrions du fait d’un 
séjour plus long chez l’animal et de leur localisation dans l’intestin 
gréle. 

Les tentatives d’infection des mammiféres par la voie orale se soldent 
le plus souvent par des échecs, méme si !’on y associe des adjuvants 
divers permettani au vibrion cholérique de forcer la barriére gastrique 
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dont lacidité normale lui est mortelle. Aussi, certains auteurs ont-ils 
préféré inoculer V. choleew directement dans |’intestin gréle des ani- 
imaux, apres laparotomie. Les plus récentes de ces expériences ont été 
faites par Dutta et Habbu [4] qui ont eu recours A des lapins Agés de 
10 jours, la sensibilité des jeunes de cette espéce étant connue depuis 
les expériences de Metchnikoff [2] sur des lapereaux A la mamelle 
infectés plus ou moins réguliérement par voie orale. 

Dutta et Habbu ont pu provoquer une maladie cliniquement et anato- 
miquement toul a fait semblable au choléra humain par injection de 
forts inoculats (100 millions de V. cholere pour 100 g de poids corporel) 
directement dans J’intestin gréle. Is se sont servis de cette technique 
comme test quantitatif de lefficacité thérapeutique de divers anti- 
biotiques. [Il nous a paru intéressant d’employer nous-méme cette 
méthode pour rechercher si le pouvoir toxigéne affaibli des souches de 
vibrions cholériques gardées en collection pouvait étre restauré a la 
faveur d’une infection se rapprochant sensiblement, par ses symptémes, 
de la maladie humaine. 

Nous avons utilisé une souche Inaba n° 99 due Aa l’obligeance du 
Dr Ahuja (Central Research Institute, Kasauli), isolée le 23 octobre 1954 
et conservée dans notre laboratoire en culot de gélose profonde a 20°, 
en tube scellé et & Vobscurité: Cette souche nous avait fourni dés sa 
réception, soit quatre mois aprés son isolement, une toxine (préparée 
a 20° suivant notre technique précédemment décrite [3]) dont la 
DL 50 p. 100, évaluée sur Ja souris d’aprés la méthode de Bonét-Maury, 
Jude et Servant [4], était de 0,0075 ml. La DL50 était de 0,015 ml 
aprés deux mois de stockage de la souche sans repiquage, et aprés un 
an elle s’était élevée & 0,196 ml. Le titre de la toxine avait donc subi 
une baisse de vingt-six fois environ. 

Ce vibrion a été inoculé en injectant, aprés laparotomie, dans 
Vintestin gréle de lapins 4gés de 6 4 10 jours (poids compris entre 100 
el 200 g), une culture de trois heures en bouillon nutritif (ensemencée 
avec une anse de V. cholere prélevée sur gélose de seize heures) diluée 
dans un volume égal de mucine a 5 p. 100. La dose injectée, variable 
avec le poids de 0,5 4 1,0 ml, représentait un nombre de vibrions trés 
supérieur a celui utilisé par Dutta et Habbu, compte tenu de la viru- 
lence trés affaiblie de Ja souche 99 au moment de nos expériences. 

Nous avons utilisé au total 24 lapins ; les résultats des inoculations 
figurent au tableau I. On peut y voir que, d l’exception de 2 animaux 
(m° 6 et 20) qui ont survécu sans présenter aucun symptéme ni vibrion 
isolable de leurs selles ou de leur intestin aprés avoir été sacrifiés, et 
d’un autre (n° 11) qui a eu une diarrhée cholérique du troisiéme au 
cinquiéme jour et a survécu, 21 lapins sont morts dans des temps allant 
de moins de vingt-quatre heures a six jours. Parmi ces derniers, 8 ont 
présenté de Ja diarrhée et 13 sont morts en moins de quarante-huit 
heures sans émettre de selles bien que V. cholere fit présent dans leur 
intestin. 

A J’exception des lapins n° 1 a 6, inoculés au début de l’expérience, 
tous les autres ont recu des vibrions isolés chez des animaux précédents. 
Cing passages en série ont pu étre pratiqués a partir des isolements 
diarrhéiques (lapins n° 2, 7, 8, 12 et 17). 
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Le tableau I montre, en outre, que les 9 derniers lapins inoculés 
(n° 15 a 24, sauf le n° 20) qui avaient recu des vibrions ayant déja subi 
4 passages par des animaux précédents, sont morts plus rapidement 
(tous en moins de quarante-huit heures) sans présenter de diarrhée. 


Tarteau J. — Choléra expérimental chez les jeunes lapins inoculés 
par voie intra-intestinale. 


jours aprés 1'inoculation | isolement 
de 
Deg BLA en Gey, V.cholerae 


° 
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+ + + + + 
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+ 
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O = aucun symptéme de choléra. D = diarrhée cholérique. M = mort. 


Ceci semblerait indiquer une exaltation de la virulence, sinon du pou- 
voir toxigéne, vis-a-vis de Vorganisme du jeune lapin. Toutefois, le 
dosage, pratiqué il est vrai sur la souris, n’a pas confirmé l’augmen- 
tation de la toxicité de la souche passée par l’animal. En effet, la toxine 
du vibrion isolé du dernier passage (lapin n° 17) a fourni une DL50 
de 0,195 ml, de méme valeur que celle du vibrion conservé in vitro, 
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lestée simultanément. Le tableau II indique les valeurs successives de 
la DL50 des différentes toxines fournies par la souche 99. 


‘Tarteiu I. — Valeurs de la DL 50 p. 100 des toxines fournies par 
le Vibrio cholerz 99. 


limites de confiance 


Ce ee 


| 134 0) 


Nous conclurons donc que, si nos expériences confirment la sensi- 
bilité du jeune lapin a l’infection cholérique expérimentale par voie 
intra-intestinale, leur résultat est négatif en ce qui concerne l’exaltation 
du pouvoir toxigéne de V. cholere. 


Résumé : L’infection cholérique expérimentale intra-intestinale de 
24 lapins 4gés de 6 a 10 jours s’est traduite par une mortalité de 
87 p. 100 et par l’apparition d’un choléra typique chez 43 p. 100 de 
ceux-ci, mais le pouvoir toxigéne du V.cholere isolé des selles diar- 
rhéiques et réinoculé a |’animal est demeuré inchangé aprés une série 
de cing passages. 


SUMMARY 


AYTEMPTS TO ENHANCE THE TOXICITY or Vibrio cholere. 


I. — In vivo IN YOUNG RABBITS. 


24 young rabbits aged 6-10 days, have been experimentally infected 
by the intra-intestinal route. The death-rate was 87 % and the animals 
presented a typical cholera disease. However the toxicity of V. cholerce 
isolated from their stools and reinoculated into new young rabbits 
remained unchanged in the course of five transfers. 
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APPARITION TARDIVE 
DE COLONIES DE BACILLES TUBERCULEUX 
SUR LES MILIEUX ENSEMENCES 
AVEC DES PRODUITS PATHOLOGIQUES TRAITES 


par J. VIALLIER. 


Unstitut Pasteur de Lyon) 


Lorsqu’on ensemence sur milieux solides, en particulier sur milieux 
de Logwenstein-Jensen, des produits pathologiques aprés traitement 
destiné 4a détruire les germes associés, les colonies de bacilles tuber- 
culeux deviennent macroscopiquement visibles durant les trente pre- 
miers jours du séjour a l’étuve a 37°. Il est rare qu’elles apparaissent 
plus tardivement, avant le soixantiéme jour cependant. Ces notions une 
fois admises, on a pris l’habitude d’examiner un milieu ensemencé 
pour recherche du bacille tuberculeux entre le quarante-cinquiéme et 
je soixanti¢me jour. Les tubes n’étaient pas conservés au-dela de cette 
date extréme, et tout ensemencement resté négatif au soixantiéme 
jour était définitivement classé comme tel. Dans quelques cas cepen- 
dant, les colonies bacillaires peuvent n’apparaitre qu’aprés le soixan- 
tiéme jour d’étuve 4 37°; c’est a cette éventualité et a l’étude des 
caractéristiques particuli¢res de ces souches qu’est consacré le présent 
travail. 

Nous n’envisageons que l’apparition tardive de colonies macrosco- 
piquement visibles sur milieu solide de Loewenstein-Jensen dans des 
conditions déterminées. Il est probable, en effet, qu’un raclage et un 
examen microscopique de la surface du milieu avant le soixantiéme 
jour auraient mis en évidence des bacilles dont l’interprétation ett été 
délicate. Une Giude du méme genre a ¢té publiée par G. Canetti et 
J. Grosset [1]. Leur statistique concerne 1468 ensemencements de 
lésions tubercuteuses du poumon enleyées chirurgicalement apres 
chimiothérapie de durée et de nature variables. Les lésions provenaient 
de 468 malades. Trois p. 100 sur 542 cultures positives ont poussé 
tardivement, et les auteurs ont noté la coincidence, dans ces cas, de 
Visoniazido-résistance de la souche ainsi isolée et du caractére trés 
paucibacillaire du produit ensemencé. Howard, Heckel et Lynch [2] ont 
examiné, apres vingt-cing semaines d’étuve, 5993 ensemencements 
d’expectorations ou de lavages gastriques, négatifs au trentitme jour, 
Ils ont obtenu 45 cultures tardives soit 0,75 p. 100 ; 34 d’entre elles se 
sont produites avant le cent-dix-neuviéme jour (dont 29 avant le cent- 
cinquiéme jour) et 11 aprés le cent-dix-neuviéme jour. Les préleve- 
ments avaient été fait chez des sujets déja traités par chimiothérapie. 

Nous-mémes nous sommes attaché depuis plusieurs mois 4 l’étude 
de cette question et les résultats que nous apportons aujourd’hui 
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concernent deux groupes : un premier comporte 5 330 ensemencements 
effectués a partir de différents produits pathologiques d’origine 
humaine. II s’agit en trés grande majorité de crachats ou de mucosités 
prélevées par tubage gastrique, plus rarement de pus ou de caséum, 
plus rarement encore de liquide céphalo-rachidien ou de liquide pleural. 
Yous ces produits pathologiques ont été traités d’une facon identique 
par le méthosulfate de méthyl - phényl - dodécyl - triméthylammo- 
nium (1) [3]. Cette méthode, que nous avons préconisée pour le trai- 
tement des produits pathologiques surinfectés par d’autres germes, 
nous a toujours donné des résultats satisfaisants. Aprés traitement et 
lavages, les produits pathologiques ont été ensemencés sur la surface 
de deux milieux de Loewenstein-Jensen. 4270 ensemencements sont 
restés stériles, 1060 ont donné naissance A des colonies de bacilles 
tuberculeux. 1049 cultures ont été positives avant le soixantiéme jour 
et dans l‘immense majorité des cas entre le quinziéme et le quarantiéme 
jour. Onze cultures seulement sont apparues tardivement, entre le 
soixante-dixiéme et le quatre-vingtitme jour). Les milieux de culture 
nont pas été conservés au-dela de cette date. Un deuxiéme groupe 
comporte 1 357 produits pathologiques traités pendant trois minutes 
par l’acide sulfurique 4 15 p. 100; ce traitement fut suivi d’une neu- 
tralisation puis de lavage. 945 cultures sont restées stériles, 412 ont été 
positives. Une seule a poussé tardivement aprés le soixanti¢éme jour. Les 
produits pathologiques utilisés dans cette série ont tous été traités 
d’autre part par le méthosulfate de méthyl-phényl-dodécyl ammonium 
et rentrent également dans le groupe précédent. Quant a la seule cul- 
ture tardive obtenue, les milieux ensemencés avec le méme produit 
aprés traitement par l’ammonium quaternaire étaient restés stériles. 

Cette statistique montre la rareté de l’apparition tardive des colonies, 
puisqu’elle correspond a 1 p. 100 ou 0,24 p. 100, selon la série, des 
cultures positives. Nos tubes de milieux ont été jetés aprés le quatre- 
vingtiéme jour ; nous n’avons donc pas pu noter si des colonies pou- 
vaient apparaitre plus tardivement. Ces colonies tardives se sont tou- 
jours montrées extrémement clairsemées ; souvent il n’y avait qu’une 
seule colonie pour la surface des deux milieux. Parfois une colonie était 
apparue sur chacun des milieux. Tout a fait exceptionnellement il y 
avait plus de 2 colonies. De trés petites dimensions, nécessitant l’obser- 
vation A la loupe, elles avaient l’allure habituelle des colonies du bacille 
tuberculeux, saillante et légerement plissée. L’examen microscopique 
a montré qu’elles étaient formées de bacilles normalement acido- 
alcoolo-résistants. Il a été parfois trés difficile d’avoir une quantité 
de bacilles suffisante pour faire plusieurs examens sur Ja méme colonie. 

Si nous analysons d’une facon plus. précise les conditions dans 
lesquelles ces colonies tardives sont apparues, nous constatons que pour 
ces 12 souches le produit ensemencé avait été dans 9 cas une expecto- 
ration, une fois des mucosités prélevées par tubage gastrique, une fois 
un liquide pleural et une fois un liquide céphalo-rachidien. Onze fois 
sur douze, l’examen direct du produit pathologique n’avait pas révélé 
de bacilles tuberculeux. Par contre, l’inoculation pratiquée avec trois 
de ces produits pathologiques (examen direct négatif) avait tuberculisé 


(1) Désogéne, nom déposé. 
Pal? 


412 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


le cobaye dans les délais normaux, avec des iésions suffisantes 4 
Vautopsie au quarante-cinquiéme jour pour permettre le diagnostic. 
Nous notons en premier lieu, d’une fagon a peu pres constante, le 
caractére paucibacillaire du produit pathologique ensemencé. Il s’agit 
d’un fait bien connu. Le nombre trés minime de bacilles contenus 
dans l’ensemencement est A l’origine du développement tardif de la 
culture. Un deuxiéme facteur entre en jeu, habituellement associé au 
précédent, rarement seul en cause. Sept parmi les souches isolées ont 
été examinées quant A leur sensibilité vis-a-vis de la streptomycine et 
de Visoniazide. Deux fois il s’est agi d’une souche a sensibilité dimi- 
nuée ou insensible & Visoniazide et fortement résistante 4 la strepto- 
mycine. Les cing autres souches étaient sensibles & ces deux antibio- 
tiques. Parmi 10 souches sensibles ou a sensibilité inconnue, 6 prove- 
naient de sujets porteurs de lésions anciennes, déja antérieurement 
traités par chimiothérapie, ou (la plupart) en cours de traitement anti- 
bioltique. Deux autres souches avaient été isolées de Ilésions extra- 
pulmonaires : méningite tuberculeuse 4 bacilles résistants 4 l’isoniazide 
et d la streptomycine traitée par ces deux antibiotiques ; pleurésie 
tuberculeuse avec bacillémie au cours de son déclin. Ces deux derniers 
malades élaient traités par antibiotiques. Le développement ralenti des 
bacilles ensemencés, joint au caractére paucibacillaire de la lésion dont 
ils provenaient explique l’apparition tardive des colonies, soit qu’ils 
soient devenus isoniazido-résistants, soit que, restés sensibles, ils aient 
été soumis a lagression chimiothérapique. 

Malgré leur rareté, ces faits mettent l’accent sur la nécessité d’une 
observation plus longue des milieux de culture ensemencés. La consta- 
tation de colonies, si elle n’apporte souvent pas d’éléments diagnos- 
tiques trés utiles pour le clinicien, permet cependant létude biologique 
de la souche. I] peut en découler des conséquences thérapeutiques 
pour le choix d’un antibiotique actif. 


SUMMARY 


DELAYED APPEARANCE Of TUBERCLE BACILLI COLONIES ON MEDIA SEEDED 
WITH PATHOLOGICAL MATERIAL. 


The delayed appearance (after the 60th day) of macroscopic tubercle 
bacilli colonies on Loswenstein media inoculated with treated patholo- 
gical material is rare. 

Out of 5 300 cultures carried out with different human pathological 
specimens, 1060 yielded colonies of tubercle bacilli. Eleven times 
only their appearance was delayed (70-80th day). These very small 
delayed colonies were obtained from different pathological specimens 
which usually did not show any bacilli on direct examination. They 
were generally resistant to antibiotics, particularly to INH ; when they 
were sensitive, they originated from patients under antibiotic treat- 
ment. 
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UTILISATION EN PRATIQUE COURANTE 
D'UNE NOUVELLE METHODE DE COLORATION 
DES BACILLES TUBERCULEUX 
POUR LA RECHERCHE EN FLUORESCENCE 


par J. AUDRIN et J. DEGOMMIER. 


(Laboratoire Central du Sanatorium de Praz-Coutant, Haute-Savoie) 


Des méthodes variées pour la recherche du bacille tuberculeux en 
fluorescence ont été décrites par de nombreux auteurs [4, 2, 3, 4, 5, 6]. 

Nous avons choisi pour le travail de routine au Laboratoire de Praz- 
Coutant une nouvelle technique de coloration, qui a été mise au point 
par l’un de nous [7]. 

Notre but est de faire part de notre expérience de cette nouvelle 
méthode, comparée avec la méthode classique de Ziehl. 

Notre étude 4 porté sur 1 209 lames : examens directs de crachats, de 
culots de centrifugation d’urines, frottis de piéces d’exérése ou de 
ganglions de cobayes, homogénéisations de crachats recueillis direc- 
tement ou par lavage gastrique. 

Ces lames, apres coloration, ont été examinées en fluorescence pendant 
cing minutes. Les lames reconnues positives, aprés repérage de champs 
contenant des bacilles ont été recolorées au Ziehl, et ces champs repérés, 
de nouveau examinés 

Nous décrirons rapidement la technique de coloration, le systéme 
optique et la méthode de repérage des champs que nous avons 
employés, avant d’exposer les résultats de notre étude. 


1° DovUBLE COLORATION DES FROTTIS. — La technique originale a été 
modifiée par un temps supplémentaire de contact avec une solution 
d’acide trichloracétique 4 1 p. 100, ce qui a l’avantage d’éliminer les 
traces de soude qui persistent dans les cas de frottis aprés homogé- 
néisation, et qui nuisent a la fluorescence, et aussi de respecter davan- 
tage la structure des bacilles. 

Apres séchage du frottis 4 l’air, et fixation 4 froid par l’alcool méthy- 
lique, la lame est immergée une demi-heure dans de l’acide trichlor- 
acétique 4 1 p. 100. 

Recouvrir la lame pendant cinq minutes avec la solution : 


Amma UO Ah joy IOUUe Boeancionootedevossseoenmeaouece 850 cm3 
Ghlorurerde: macnesiume a a2) paw OO ececiee raes anl es 100 cm3 
PSN! IXMOREIES Scan cocemscedn B50 oolmn mopedonobioo somos 
Laver 4 l'eau. 
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Décolorer par l’alcool acide pendant cinq minutes 


Alcool! “X (QO? “arecteecstetere crcl ieleicner cro eiateretnere ete tee enone tele nate 1 000 cm 
Acide chlorhydrique officinal ............e secre rece eeenee 5 cm3 
Ghlorume de sodium! a.ieiyyatacme terete cle eit neon e BL fe 


Laver irés scigneusement 4 l'eau. 


Recouvrir de la solution de rouge thiazine pendant deux minutes : 


Rouges thiazine a Uy psa 1 OOO ena ce cerete te etot= re roten tite ested 850 m3 
Chlorure de magnésium 4 2 p. 100 ..............----.- 100 cm3 
Phénel “aqneuxs nacee Ose eer idee eae e eth taiae 50 g 


Laver a l’eau. 


Décolorer de nouveau A l’alcool acide pendant trois minutes. 

Laver 4 l’eau. 

Laisser sécher a l’air. 

La recoloration par le Ziehl ne présente aucune difficulté, et se fait 
suivant la méthode classique. 


2° SystkmEe opriguz. — Nous utilisons un microscope Leitz Dialux 
hinoculaire. 

La source lumineuse est celle du microscope, mais l’alimentation de 
l’ampoule (6 volts, 5 ampéres) est poussée 4 son maximum (6 ampéres) 
erdce au transformateur d’alimentation. 

(Nous recommandons l’emploi d’ampoules de marque allemande). 

Le capuchon du condensateur doit avoir une ouverture numérique 
de 1,4 : il est employé en immersion avec une huile spéciale pour la 
fluorescence (Wild) ou & la rigueur de l’huile de paraffine. 

Entre la source Jumineuse et le condensateur est intercalé un filtre 
bleu en verre de 4 mm d’épaisseur (filtre Wild pour la fluorescence). 

Un filtre de sortie (filtre Wratten n° 12 en gélatine libre qui arréte 


tout rayonnement au-dessous de 5000 A) est placé dans chaque objectif 
de lecture : aprés avoir dévissé l’objectif, on pose a l’intérieur, a !a 
partie supérieure, une rondelle du filtre, et on revisse l’objectif sur 
son révolver (Voir fig. 1). 

Ceci est trés important. 


3° EXAMEN DES FROTTIS. — La mise au point est trés facile grace a la 
surcoloration du fond par le rouge thiazine. La préparation est d’abord 
examinée rapidement avec un objectif & sec 24 x, qui, avec les ocu- 
Jaires 6 x dont notre microscope est équipé, donne un grossissement 
dc 144 D. A ce grossissement les bacilles tuberculeux apparaissent sous 
la forme de petits points trés brillants, mais qui sont difficilement 
distingués de débris divers qui peuvent aussi étre fluorescents. 

Un examen plus poussé est fait ensuite avec un objectif 40 x, c’est- 
d-dire A un grossissement de 240 D. 

Ici, la morphologie des bacilles est nettement visible pour un ceil 
un peu entrainé ; leur caractére granuleux est mis en évidence. On 
peut les différencier de débris acido-résistants plus ou moins suspects 
et porter ainsi, de méme qu’avec la technique de Ziehl, un diagnostic 
sur les éléments rencontrés. 
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Tl est d’ailleurs possible d’aller plus loin et de vérifier plus soigneu- 
sement la morphologie d’un élément douteux a l’aide d’un objectif a 
immersion, c’est-a-dire un grossissement de 800 a 1 000 D. 


4° REPERAGE DES CHAMPS CONTENANT DES BACILLES, — Chaque fois que 
sur une lame nous mettons en évidence des bacilles par l’examen en 


filtre jaune 


mum (filtre bleu 


Fic. 1. 


fluorescence, nous procédons & des repérages de champs contenant des 
bacilles. 

La technique est simple : grace 4 un objectif marqueur, nous tracons 
un cercle de petit diamétre (environ 100 yw) autour de quelques bacilles. 

Nous déterminons ensuite la position de ce cercle sur la lame, avec 
un microviseur de Kazeeff. 

Cela nous permet, lorsque nous examinons ensuite le frotlis aprés 
recoloration au Zieh], non seulement de nous éviter des recherches 
longues et fastidieuses lorsqu’il s’agit de lames paucibacillaires, mais 
surtout de retrouver les bacilies mémes que nous avions vus en fluores- 
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cence et dont nous avions déterminé la morphologie et la position 
dans les cercles de repérage. 


Résutrats. — Nous avons examiné ainsi 1 209 frottis qui représentent 
tous les examens optiques demandés au Laboratoire pendant la durée 
de notre étude. 

1 011 lames se sont révélées négatives et 198 positives a la fluores- 
cence. 

Les résultats positifs peuvent étre classés en trois catégories : 

A) Pour 178 d’entre eux, la positivité a été confirmée par ]’examen 
apres recoloration du frottis par la méthode de Ziehl. 

Dans 157 cas, des bacilles ont été retrouvés au Zieh] dans les champs 
repérés et ailleurs que dans ces champs. Ces examens auraient été 
positifs de toutes facons. 

Dans 21 cas, seuls des bacilles repérés ont été retrouvés. 

Pour certaines de ces lames, trés paucibacillaires o& 2 ou 3 bacilles 
seulement avaient pu étre trouvés aprés cinq minutes d’examen en 
fluorescence, il n’est pas sir qu’une recherche d’une demi-heure 4 
l‘immersion, au Ziehl, edit pu mettre des bacilles en évidence. 

B) Sur 5 frottis, les bacilles décelés en fluorescence se révélérent, 
apres examen au Ziehl, comme des éléments plus ou moins acido- 
alcoolo-résistants, mais sur lesquels on ne pouvait absolument pas 
porter Je diagnostic de bacilles tuberculeux. Soit pour 1 209 examens, 
4 p. 1 000 d’erreurs vraies. 

C) Sur 15 lames, aucun bacille, ni aucun élément suspect n’a été 
retrouvé, ni dans les champs repérés, ni sur le reste du frottis. Par 
prudence, et comme le seul critére que nous ayons maintenant pour 
porter un diagnostic de bacilles tuberculeux, 4 l’examen optique, est 
Vacido-alcnolo-résistance aprés coloration de Ziehl, nous avons été 
obligés de considérer ces 15 lames comme négatives. Cette consta- 
tation nous a mis en face d’un probléme grave : celui du nombre de 
hacilles plus petit en Ziehl qu’en fluorescence. 

In effet, dans les 15 cas dont nous venons de parler, les bacilles 
repérés n’ont pas été retrouvés. Mais, de plus, sur 34 lames dont la 
positivité a été confirmée, les. bacilles repérés au cours de ]’examen 
en fluorescence, dont nous connaissions, dans un champ déterminé, 
emplacement exact et la forme, n’ont pas tous été retrouvés lors du 
contréle aprés recoloration par le Ziehl. 

Peut-on dire qu’il existe des bacilles colorables par le fluorochrome, 
qui ne le soient pas par la fuchsine ? Seraient-ce des bacilles ayant 
perdu une certaine acido-résistance >? 

Mais quelle serait la valeur de ces bacilles pour le diagnostic ou Je 
pronostic de la maladie ? C’est le probléme que nous voudrions nous 
efforcer de réscudre. 


ConcLusion. — Nous pensons que la méthode de recherche des bacilles 
tuberculeux en fluorescence peut étre utilisée couramment avec autant 
de sécurité que la recherche au Ziehl, & condition de procéder au 
marquage de champs contenant des bacilles. 

Sans parler de l’énorme gain de temps réalisé, il y a un gain de 
sensibilité sur la recherche simple au Zieh], puisque nous avons 
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vu que dans 21 cas, les trés rares bacilles vus et repérés en flores- 
cence auraient pu échapper méme apres une demi-heure de_ lec- 
ture au Ziehl, la surface totale du frottis explorée étant encore trés 
inférieure a celle explorée aprés cing minutes & un petit grossissement. 


SUMMARY 


A NEW TECHNIQUE FOR ROUTINE STAINING OF TUBERCLE BACILLI 
FOR FLUORESCENCE MICROSCOPY. 


This new technique can be used in laboratory routine with the 
same accuracy as Ziehl’s method, on condition that the localization 
of the bacilli on the slide be marked. The advantages are a much 
greater rapidity and a greater sensitivity. 
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(La fin de la séance parailra dans le numéro d’octobre). 


AVIS 


Le Comité Scientifique de la Ligue Nationale Frangaise contre !e 
Cancer communique [information suivante 

Les éléves et anciens éléyes de 1l’Ecole Supérieure des Sciences 
Economiques et Commerciales de l'Institut Catholique de Paris 
(K. S. S. E. C.) ont décidé d’attribuer en 1958, comme ils l’ont fait 
les années précédentes, un prix de 100000 fr. au moins, a l’auteur, 
homme ou femme, francais ou étranger, 4gé de moins de 40 ans, du 
meilleur travail de recherche sur le cancer, effectué en France ou dans 
l'Union Francaise, inédit ou publié au cours des trois derniéres 
années. 

Pour tous renseignements, s’adresser au professeur A. Lacassagne, 
Président de la Ligue Nationale contre le Cancer, 6, avenue Mar- 
ceau, Paris-8°. 
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Academic Press Inc., Publishers, announce the new Journal of 
Ultrastructure Research, to be edited by D* Fritiof S. Sjostrand (editor- 
in-chief) and D’ Arne Engstrém, both associated with the Karolinska 
Institutet, Stockholm. The Editorial Board will consist of F. B. Bang 
(U. S. A.), W. Bernhard (France), A. Claude (Belgium), VY. E. Cosslett 
(England), Albert J. Dalton (U. S. A.), John Farrant (Australia), 
A. Frey-Wyssling (Switzerland), Alan J. Hodge (Australia), Daniel 
C. Pease (U. S. A.), J. B. Le Poole (Holland), J. T. Randall (England), 
Ernst Ruska (Germany), W. J. Schmidt (Germany), Hugo Theorell 
(Sweden), Arne Tiselius (Sweden), R. W. G. Wyckoff (U. 8. A.). 

It is the purpose of the Journal of Ultrastructure Research to 
assemble in one medium papers dealing with the ultrastructure of the 
elementary structural as well as functional components of cells and 
tissues. Papers on biological material analyzed by means of electron 
microscopy, X-ray diffraction techniques, X-ray microscopy, polariza- 
tion optical analysis, and polarized infrared analysis will be acceptable 
as will those describing techniques and instruments of importance 
for the development of ultrastructure research. 

The first volume, priced at $15.00, will consist of four issues. 
Manuscripts by Ebba Andersson, A. J. Dalton, R. Ekholm, E. Fauré- 
Fremiet, D. Ferreira, A. Frey-Wyssling, B. Vincent Hall, E. L. Kuff, 
M. G. Menefee, and Ch. Rouiller have been accepted for publication 
in the initial issues. 

Manuscripts, queries concerning details of editorial policy and rules 
regarding the preparation of papers should be sent to the Editorial 
Office, Journal of Ultrastructure Research, Department of Anatomy, 
Karolinska Institutet, Stockholm 60, Sweden. 

Subscription orders should be sent to the publishers, Academic 
Press Inc., 111 Fifth Avenue, New York 3, New York. 


LIVRES REQUS 


Ciba Foundation Colloquia on Endocrinology. Vol. 10: Regulation and 
mode of action of thyroid hormones. 1 vol., 311 p., J. et A. 
Churchill, édit., Londres, 1957. Prix : 48 shillings. 


Il s’agit ici du premier Symposium de la Société Ciba consacré exclu- 
sivement 4 la glande thyroide. Il montre d’abord combien l’emploi de 
Viode radioactif a facilité 1’étude du métabolisme de ce composé dans 
la glande saine ou malade ; puis il souligne le réle joué par l’hypo- 
thalamus dans le contrdle de la thyroide par le lobe antérieur de 
Vhypophyse, ainsi que celui des surrénales et du pancréas dans certains 
aspects des lésions de la thyroide. Enfin la chromatographie moderne, 
en permettant de séparer les composés iodés, a fait faire un grand pas 
aux recherches. Cependant, malgré toutes les acquisitions nouvelles, de 
nombreux problémes restent encore A résoudre. 


1s Beg Us 
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J.-Paul Pundel. — Acquisitions récentes en cytologie vaginale hormo- 
nale. 1 vol., 236 p., 62 fig., Masson, édit., Paris, 1957, Prix : 
2 400 fr. 


La valeur pratique du cytodiagnostic en gynécologie est actuellement 
bien établie. L’auteur a rassemblé dans le présent volume les acqui- 
sitions réalisées dans le domaine de la cytologie vaginale hormonale, 
et ce livre constitue ainsi le complément de son ouvrage sur « Les 
frottis vaginaux endocriniens » paru en 1952. L’auteur expose les résul- 
iats de ses propres recherches, réalisées avec la collaboration d’un 
anatomo-pathologiste, F. Schwachtgen, et d’un bactériologiste, E. Ost, 
et les compare & ceux des autres chercheurs. I] décrit les nouvelles 
techniques de coloration ou les réactions cytologiques obtenues avec 
de nouvelles substances pharmacologiques. Il s’attache, en outre, & 
montrer que bien des controverses ne sont dues qu’a l’emploi de 
terminologies ou de techniques différentes. Hee: 


R. Turpin et H. Velu. — Thérapeutique antibiolique. 1 vol., 646 p., 
Doin, édit., Paris, 1957. 


Cet ouvrage fait partie de la collection « Bibliotheque de Thérapeu- 
tique Médicale », dont plusieurs volumes ont déja paru. I] représente 
une vue d’ensemble des problémes que pose la thérapeutique anti- 
biotique et montre la multiplicité des horizons qui s’ouvrent sans cesse 
devant le biochimiste, le biologiste et le clinicien. I] envisage, dans 
une premiere partie, toutes les questions que pose l|’étude des antibio- 
tiques au laboratoire, in vitro et in vivo, et les problémes de la tolé- 
rance, de la toxicité, etc. Puis il passe en revue chacun des antibiotiques 
actuellement connus: antibiotiques d’origine fongique ou d’origine 
microbienne, antibiotiques extraits d’algues, de lichens, de phanéro- 
games, antibiotiques d’origine animale, anti-mycosiques, et enfin ies 
substances anti-virales, anti-parasitaires et carcinostatiques. Ce livre 
intéressera A la fois les cliniciens et les chercheurs de laboratoire, qui 
y trouveront de nombreux chapitres consacrés au dosage, a la mesure 
des concentrations sanguines, etc. Il comporte une courte bibliographie 
des ouvrages et des revues dans lesquels on peut trouver une docu- 
mentation récente, ainsi qu’un important index alphabétique. 

1, al 


R. E. F. Matthews. — Plant virus serclogy. 1 vol., 128 p., Cambridge 
University Press, 1957. Prix : 27 s. 6 d. 


Ce livre expose toutes les questions concernant les techniques séro- 
logiques applicables aux virus des plantes. Comparées 4 d’autres anti- 
génes protéiques, les nucléoprotéines des plantes, qui peuvent ¢tre 
isolées en quantités relativement importantes, sont assez homogénes 
du point de vue sérologique. Aussi les expériences faites avec ces nuléo- 
protéines peuvent-elles, dans une certaine mesure, servir de modéle 
aux immunologistes. C’est pourquoi l’ouvrage nintéressera pas seule- 
ment les chercheurs qui étudient les virus des plantes, mais aussi tous 
Jes immunologistes et un grand nombre de médecins. : 
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JOURNAL OF GENERAL MICROBIOLOGY 


Editors : B. C. J. G. Kyicur and A. F. B. STAnprasr. 
Contents of Vol. 17, No. 2, October 1957. 


Lworr, A. The concept of virus. The Third Marjory Stephenson Memorial 
Lecture, 

Gornitt, R. H. Studies on lysogeny in staphylococci. 

Hostacex, Z. The maintenance of Eremothecium ashbyi. 

Wiiuiams, M. and Rirrenserc, S. C. Nuclear fusion in Spirilla spp. 

Rowarr, E. Some factors affecting the growth of Bordetella pertussis. 

Rowatr, E. The growth of Bordetella pertussis: a review. 

Cooper, P, D. Some characteristics of vesicular stomatitis virus growth-curves 
in tissue culture. 

Coorrn P. D. Paths of phosphate transfer in normal chick embryo cells and in 
cells infected with vesicular stomatitis virus. 

Coorer, P. D. An osmotic barrier for inorganic phosphate in chick embryo cells 
and its stability during the latent and release periods of infection by vesicular 
stomatitis virus. 

Parte, J. N. Yeasts isolated from the mammalian alimentary tract. 

Bisset, K. A. Some observations upon the mode of sporulation and relationships 
of monosporous Actinomycetes. 

Warson, S. W. and Raper, K. B. Labyrinthula minuta n, sp. 

Lirrtewoop, D. and Posrcatr, J. R. Sodium chloride and the growth of Desulpho- 

vibrio desulphuricans. 

Tumst, M. L. Hippurate hydrolysis in Klebsiella-Cloaca classification. 

Tuirst, M. L. Gelatin liquefaction: a microtest. 

Wensinck, F. and Borvt, J. J. Quantitative analysis of the Gram reaction. 

Boyne, A. W., Eapvie, J. M. and Rarrr, K. The development and testing of a 
method of counting rumen ciliate protozoa. 

Quapuinc, C, and Srocxer, B. A.D. The occurrence of rare motile bacteria in 
some non-motile Salmonella strains. 

Smirn, E. E. B., Mirus, G. T. and Harper, E. M. The cellular polysaccharide 
of a type II non-capsulated pneumococcus. 

Sreet, R. and Warxer, T. K. A comparative study of cellulose-producing cultures 
and celluloseless mutants of certain Acetobacter spp. 

Wuitrietp, J. F. and Appieyanp, R. K. Formation of the vegetative pool by 
induced defective and healthy lysogenic strains of Escherichia coli. 

Goopwin, T. W. The nature and distribution of carotenoids in some blue-green 
algae. 

VatentinE, R. C. The action of chemical disinfectants on bacteria in droplets 
penapere with that in large volumes. 

Hancock, R. Protein synthesis in a species of thermophilic bacillus. 

Kinxuam, D. S. The significance of polyphenolic metabolites of apple and pear 
in the host relations of Venturia inaequalis and Venturia pirina. 

Tuorne, C. B. and Betron, F. C. An agar diffusion method for titrating Bacillus 
anthracis immunizing antigen and antibody and its application to a study of 
antigen production. 

PenriraA, H. G. and Kexry, B. Dose-response curves of toxic and infective actions 
of adenovirus in HeLa cell cultures. 

Srrancr, R. E. and Dark, F. A. Cell-wall lytic enzymes at sporulation and spore 
paminatice in Bacillus species. 


The subscription rate is 90s. net per volume of 3 parts. 
Single parts 35s. each, plus postage. Two volumes will be 
issued each year. Order through your bookseller or 
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